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(57) Abstract 

of said nucleic acid with the ass.sunce of two P"'"^„"^°[ not overlap A and is situated in a 3' 

can bond on a bonding sequence C which .s "'"P""«"'»^ '•'.^^ amDlificationsIS contact with a probe having a bonditig sequence D 
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or to complement D' thereof. 
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Verfahrcn zum Nachweis einer ^""^ "-J"^^^^^^^ binden kann und von denen der andcre an 

Nulcleinsaure mit Hilfe zwe.crPnmer von ^"=7" ^'^J^ "^^^^ in 3 ASg von A gelegenen Sequen. C komplcmentnr ist. binden kann. 

Komplcmeni D' zugchdren. 
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PRUFUNGSBERICHT 
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I. Grundlage des Berichts 

1 Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf 
■ aZ Ji Uh^ vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprur^glich eir^gereicht and s,r^d ihm 
nicht beigefugt, well sie keine Anderunger) enthalter},): 

Beschreibung, Seiten: 

-)_45 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

■1-18 eingegangen am 



13/01/2000 mit Schreiben vom 10/01/2000 



Zeichnungen, Blatter: 

1/7-7/7 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ Beschreibung, Seiten: 
H Anspruche. Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



19 



3 la Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese au^^^^^^ 
a^gege^^^^^^^ nach Autfassung der Behorde Qber den Offenbarungsgehalt ,n der ursprunglich 

eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

siehe Beiblatt 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V Begriindete Feststellung nach Artikel 3S(2) hinsichtlich der Neuheit. der ^;;!-*"^^'^^";;^^^''^'' ^^"^ 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: 


Anspruche 


1-15 


Nein: 


Anspruche 


16-18 


Ja: 


Anspruche 


1-15 


Nein: 


Anspruche 


16-18 


Ja: 


Anspruche 


1-18 


Nein: 


Anspruche 
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2. Unteriagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII Bestimmte Mangel derinternatlonalenAnmeldung 

Es wurde testgeste... da3 die intemationa.e Anmeldung nach Fo^ odar .nha« tCgende M.nge. aufwe.st: 
siehe Beiblatt 



VIH. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung ^„,„Kiche 
siehe Beiblatt 
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Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/06951 



Teil 1.1 



Das Sequenzprotokoll auf den Seiten 1-3 wurde am Anmeldetag eingereicht und wird 
somit als Teil der Beschreibung betrachtet (Regel 13ter.1 (f) PCT). 



Teil 1.3 



Der unabhangige Anspruch 16 sowie die davon abhangigen Anspruche erfulien nicht 

die Erfordernisse des Artikels 34(2)(b) PCT. 

In den Anspruch 16 wurden die folgenden Merkmale aufgenommen: 

1 . "die Gesamtlange des Amplifikats ist kiirzer als 1 00 Nukleotide" 

Das Merkmal der Arriplif ikatlange von kurzer als 1 00 Basenpaaren kommt in den 
ursprunglichen Unterlagen nur vor im Zusarrimenhang mit Methoden. be. welchen d.e 
Sonde mit der gesamten amplifizierten Sequenz. die zwischen den Primem hegt. 
hvbridisiert. Dieses Merkmal fehit jedoch in Anspruch 16. wodurch allgeme.nere PCR- 
Methoden mit einer Amplifikatlange von kurzer als 100 Basenpaaren umfasst werden. 
Solche Methoden sind jedoch nicht ursprunglich offenbart. 

Fig 4/7 zeigt zwar ein Amplifikat kurzer als 100 Nukleotide sowie Oligonukleotide 
(siehe dort zweite, vierte und zweitunterste Zeile). welche nicht im gesamten Bere.ch. 
der zwischen den Primem liegt. hybridisiert. Dies kann jedoch nicht als Basis fur den 
veranderten Anspruch dienen: Ausser in einer allgemeinen Bezugnahme auf Se.te 12 
scheint Fig 4/7 nirgends in der Beschreibung erwahnt zu sein, so dass n.cht klar ist. 
Ob die erwahnten Oligonukleotide tatsachlich als Sonden in einem Experiment der 
vorliegenden Anmeldung eingesetzt wurden. Im Gegensatz zur Aussage des 
Anmelders scheint die Sonde MPF2 in keinem Experiment der vorliegenden 
Anmeldung venwendet worden zu sein. 

Zudem wird in der gesamten Beschreibung die "Erfindung- daduroh deliniert dass d,e 
Sonde mit der gesamten amplifizierten Sequenz. die zwischen den Primem liegt. 
hybridisiert (siehe Seite 20, Zeile 25 bis Seite 22 unten; Figur 2/7 und die 
entsprechende Legende; Beispiele 1c. 1d in Verbindung mK Figur 4 und F.gur 8 sowie 
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Seite 23, Zeile 1-10). Der veranderte Anspruch 16 steht somit im Widerspruch zur 
gesamten Lehre der Anmeldung. 



2. "der Bereich des Amplifikats, der nicht von den Primern und der Sonde abgedeckt 
ist, weist eine Lange von 0 bis 3 Nukleotiden auf". 

Dieses Merkmal verstosst ebenfalls gegen Art. 34(2)(b). da es keine Basis gibt. urn die 
in Figur 4/7 gezeigten drei Einzelwerte (der nicht abgedeckte Teil des Amplifikats hat 
eine Lange von 0, 1 oder 3 Nukleotiden) auf einen Werte-Bereich zu verallgemeinern. 

Die Prufung wurde deshalb auf Basis der ursprunglich eingereichten Anspruche 16-18 
sowie der veranderten Anspruche 1-15 durchgefuhrt. 



Teil V 

Folgende Dokumente werden in diesem Bescheid enwahnt: 

D1 WO-A-91 10675 
D2 US-A-5 527 898 

a) Anspruche 16-18 

D1 beschreibt die Detektion von Papillomavirus (HPV) Genotypen mittels PGR. Dazu 
werden unspezifische Primer verwendet. die einen breiten Bereich von HPV Genotypen 
erkennen konnen (siehe Seite 10. Zeile 28-32; Seite 14). und fur den Nachwe.s werden 
unspezifische Sonden eingesetzt (Seite 1 2. Zeile 14-17 und Beispiele). 
Als Primerpaare vorgeschlagen werden GP5 und GP6 oder GP1 und GP2. D.ese 
Primer haben je einen Lange von 20 Nucleotiden. Alternative Primer haben zusatzl.che 
Sequenzen (z.B. mit Restriktionsschnittstellen) an ihrem 5'-Ende (siehe z.B. Anspruch 

5). , 
Die Methode umfasst folgende Schritte (siehe Seiten 1 4 -15): 

- PGR mit GP5 und GP6 (entsprechend den Primern der vorliegenden Anmeldung. 
die an A und G' binden) 
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Agarose Gelelektrophorese und Blotting der PGR Produkte 
- Hybridisieren der Amplifikate mit einer unspezifischen Sonde. Diese ist ein 

GP5/GP6 kontrolliertes, HPV-spezifisches PCR-Amplifikat, das mit^^P markiert 
wurde. Die Sonde bindet somit an den gesamten zwischen den Primern liegenden 
Bereich und an die Bindesequenzen der beiden Primer. 

Somit nimmt D1 den Gegenstand der Anspruche 16-18 neuheitsschadl.ch von«/eg (Art. 
33(2) PCT). 

D2 beschreibt ein ahnliches Verfahren wie D1. Detektion von HPV mittels PGR wird mit 
consensus Primern durchgefuhrt. Lange generische Sonden eriauben eine Typus- 
unspezifische Detektion (Zusammenfassung). Die langen generischen Sonden 
umfassen die ganze HPV genomische Sequenz. die zwischen den HPV 
Amplifikationsprimern liegt. aber nicht die Sequenzen. die den Primerreg.onen 
entsprechen. 

Folgende Schritte werden durchgefuhrt: 

. Amplifikation der HPV Sequenzen mit den LI consensus Primern MY09 und 

. Nachweis der Amplifikationsprodukte durch Hybridisierung mit den generischen 
langen HPV Sonden. 

Sowohl die Sonden als auch die Primer konnen ^^P-markiert oder biotinyliert sein. 
(Siehe die im Recherchenbericht zitierten Stellen). 

Damit offenbart D2 alle technischen Merkmale der Anspruche 16-18 und nimmt ihre 
Neuheit vorweg (Art. 33(2) PGT). 



b) Anspruche 1-15 

Anspruch 1 bezieht sich auf ein Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure. welche 
auf einer PGR-Reaktion und anschliessender Hybridisierung mit einer Sonde beruht. Es 
ist dadurch gekennzeichnet, dass die Sonde mit der gesamten amplifizierten Sequenz. 
die zwischen den Primern liegt, hybridisiert und das Amplifikat kiirzer als 100 
Nukleotiden ist. 
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D1 und D2 zeigen ahnliche Verfahren. wobei das Amplifikat in D1 eine Lange von 140 
Nukleotiden aufweist (siehe beispielsweise Seiten 19-20) und in D2 allein schon d.e 
Sonden (ohne Einrechnung der Primersequenzen) langer als 100 Nukleotide smd. 
normalerweise 100-600 (siehe Spalte 8). Bei Berucksichtigung einer d^^chschnitthchen 
Primeriange von 20 Nukleotiden. ergibt sich in D2 eine Amplifikatlange von 140-640 
Nukleotiden. 

Anspruch 1 ist deshalb neu (Art. 33(2) PCT). 

Die Verkurzung der Amplif.kate fuhrt zu den Vorteilen, die in der Anmeldung auf Seite 
36 Zeile 1 1 -Seite 37, Zeile 24 beschrieben sind. 

Es scheint dass der Fachmann keinen Aniass gehabt hatte. die Verkurzung 
durchzufuhren. da keines der im Recherchenbericht en/vahnten Dokumente e.nen 
entsprechenden Hinweis gibt. Zudem bestatigen die vom Anmelder angefuhrten 
Dokumente (PGR Primer. A Laboratory Manual. CSHL Press 1995. ISBN 
0-87969-448-3. Seiten 133-142; Nucleic Acid Research. 18. 1990. 6409-6412) d.e 
Meinung. dass fur diagnostische Verfahren Amplifikate mit einer Lange von 1 20-250bp 
zu venA^enden sind und dass die Ausbeute der synthetisierten Amplifikate be. e.ner 
Lange von 135bp bis 5kbp ansteigt. 

Der Fachmann ware deshalb von einer Methode gemass Anspruch 1 abgehalten 

worden. 

Anspriiche 2-15 sind von Anspruch 1 abhangig und erfullen somit auch die 
Erfordernisse der Artikel 33(2) und (3) PCT. 



Teil VII 

a) 



b) 



Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1-D2 offenbarte einschlag.ge 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 

Der Ausdruck "auf den Offenbarungsgehalt dieser Anmeldungen wird 
ausdrucklich Bezug genommen" wird in gewissen Fallen beim E.ntntt in d.e 
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nationals oder regionale Phase gestrichen werden mussen (siehe z.B. die 
Richtlinien fur die Prufung im EPA, C-ll, 4.18). 



Tail VIII 



Die Einschatzung, dass das folgende Merkmal fur die Definition der Erfindung we- 
sentlich ist, wird beibehalten: 

Die Sonde muss mit der gesamten amplifizierten Sequenz. die zwischen den Primern 

liegt, hybridisieren. . 
Der Anmelder argumentiert. dass allein die Verkle.nerung der Amplifikate auf eine 
Gesamtlange kurzer als 100 Basenpaare wesentlich ist ftir die Erfindung. Dem w.rd 
nicht zugestimmt. da in der Beschreibung die "Erfindung" durchweg durch das 
obengenannte Merkmal definiert wird (siehe Seite 20. Zeile 25 bis Seite 22 t^nten. F.gur 
2 und die entsprechende Legende; Beispiele 1c. 1d in Verbindung mit Figur 4 und F.gur 
8). 

Da der unabhangige Anspruch 16 dieses Merkmal nicht enthalt. entspricht er nicht dem 
Erfordernis des Artikels 6 PCT in Verbindung mit Regel 6.3 b) PCT. dass jeder 
unabhangige Anspruch alle technischen Merkmale enthalten muss, die fur die 
Definition der Erfindung wesentlich sind. 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure umfassend die Schritte 

- Herstellung einer Vielzahl von Amplifikaten eines Teilstucks dieser Nukleinsaure 
mit Hilfe zweier Primer, von denen einer an eine Bindesequenz (A) eines Stranges 
der Nukleinsaure binden kann und von denen der andere an eine Bindesequenz C, 
die zu einer mit A nicht uberlappenden, in 3'-Richtung von A gelegenen Sequenz C 
im wesentlichen komplementar ist, binden kann, 

- Inkontaktbringen der Amplifikate mit einer Sonde mit einer Bindesequenz D, welche 
an die zwischen den Sequenzen A und C gelegene Sequenz B oder das Komplement 
davon binden kann, und 

- Nachweis der Bildung eines Hybrides aus einem Amplifikat und der Sonde, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die zwischen den Bindesequenzen A und C gelegene 
Sequenz keine Nukleotide enthalt, die nicht dem aus der Bindesequenz D der Sonde und 
der hiervon gebundenen Sequenz des Amplifikats gebildeten Sequenzbereich E 
zugehoren und das Amplifikat kiirzer als 100 Nukleotide ist. 

2. Verfahren gemaii Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Bindesequenz D der 
Sonde mit einer oder beiden Bindesequenzen der Primer iiberlappt. 

3. Verfahren gemaJi einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dalJ 
mindestens einer der Primer an seinem nicht verlangerbaren Teil Nukleotide aufweist, 
die nicht direkt mit der nachzuweisenden Nukleinsaure oder ihrem Komplement 
hybridisieren. 

4. Verfahren gemaU einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet daB 
mindestens eine der Bindesequenzen nicht fur die nachzuweisende Nukleinsaure 
spezifisch ist. 
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Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dal3 
die Gesamtlange des Amplifikats kurzer als 60 Nukleotide ist. 

Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dali 
mindestens einer der Primer immobilisierbar und die Sonde nachweisbar markiert ist. 

Verfahren gemSlJ einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dalJ 
mindestens einer der Primer nachweisbar und die Sonde immobilisierbar markiert oder 
immobilisiert ist. 

Verfahren gemSB einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dalJ 
die Sonde sowohl durch einen Fluoreszenzquencher als auch einen Fluoreszenzfarbstoff 
markiert ist. 

Verfahren gemafl einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
einer der Primer durch eine erste Energietransferkomponente und die Sonde durch eine 
zweite, davon verschiedene Energietransferkomponente markiert ist. 

Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Amplifikat durch physikalische und/oder spektroskopische Methoden detektiert 
wird. 

Verfahren gemafl einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens einer der Primer nicht fUr die nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch ist. 

Verfahren gemaB Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB zwei der Primer nicht fur 
die nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch sind. 
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13. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 1 und 12, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Sonde nicht spezifisch ist fur die nachzuweisende Nukleinsaure. 

14. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB in 
der Amplifikation jeweils zu A, G, C und T komplementare Nukieotide eingesetzt 
werden. 

15. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Nachweis der Amplifikate mittels Massenspektroskopie erfolgt. 

1 6. Verfahren zum spezifischen Nachweis einer Nukleinsaure umfassend die Schritte 

- Herstellung einer Vielzahl von Amplifikaten eines Teilstucks dieser Nukleinsaure 
mit Hilfe mindestens zweier Primer, 

- Inkontaktbringen der Amplifikate mit einer Sonde, welche an das Amplifikat binden 
kaim, und 

- Nachweis der Bildung eines Hybrides aus dem Amplifikat und der Sonde, 

dadurch gekennzeichnet, daB mitidestens einer der Primer nicht fur die Gruppe von 
Organismen spezifisch ist, der der nachzuweisende Organismus angehort, die 
Gesamtlange des Amplifikats kiirzer als 100 Nukieotide ist und der Bereich des 
Amplifikats, der nicht von den Primem und der Sonde abgedeckt ist, eine Lange von 0 
bis 3 Nukleotiden aufweist. 

1 7. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
zwei der Primer nicht fur die nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch sind. 

1 8. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Sonde nicht spezifisch ist ftir die nachzuweisende Nukleinsaure. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 
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4817/00/WO-Kn 


\A/ciTi=QPC siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 
wti 1 tHtij Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 98/06951 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

03/11/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monaujanr) 

04/11/1997 


Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et c 





Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internatlonalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemSR 
Artikel 18 Cibermittelt. Eine Kopie wird dem Internationaten Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfa3tinsgesamt__3„ Blatter. ^ ^ . 

[X] Daruber hinaus llegt Ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a 



Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internatlonalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingerelcht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

n Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internatlonalen 
' — ' Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 
b Hinsichtlich der in der internatlonalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
|X| in der internatlonalen Anmeldung in Schrifllcher Form enthalten ist. 

Q zusammen mit der internatlonalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingerelcht worden ist. 
I I bei der BehOrde nachtragllch in schrlftlicher Form eingerelcht worden ist. 

bei der BehOrde nachtragllch in computerlesbarer Form eingerelcht worden ist. 
in Die Erkiarung daB das nachtragllch eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht iiber den Offenbarungsgehalt der 
' — internatlonalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

m Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Q] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (slehe Feld I). 
I I Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammentassung 

Ewird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
wurde der Wortlaut nach Regel 38,2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der 
r~| Anmelder kann der Behdrde Innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses mternationalen 
— Recherchenberichts eine Steltungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abblldung der Zeichnungen ist mIt der Zusammentassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 1, 2 

Q wie vom Anmelder vorgeschlagen □ ^^^^^ 

[X] weil der Anmelder selbst keine Abblldung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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VERTRAG«ER DIE INTERNATIONALE ZU^/IMENARBEIT AUF DEM 
" GEBIET DES PATENTWeSeNS 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 




PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PROFUNGSBERICHTS 

(Regel71-1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



2 a or Qo 



WiCKlTGE MmELUNG 



InternationaJes Aktenzeichen 
PCT/EP98/06951 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
03/11/1998 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
04/11/1997 



Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al. 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, daf3 ihm die mit der Intemationalen vorlauf igen Pruf ung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der intemationalen Anmeldung erstellten intemationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, ubemnittelt. 

2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen - dem Intemationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 

3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Aniagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubemr^itteln. 

4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Obersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubemnitteite Infomnation). 

ist einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der intemationalen /Vnmeldung zu ubermittein, so mu3 diese 
Ubersetzung auch Obersetzungen aller Aniagen zum intemationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Obersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordemissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen Prufung 
beauftragten Behorde 

Europaiscties Patentamt 
Mt D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Digiusto, M 

Tel. +49 89 2399-8162 




VERTRAG UB^R DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder AnwaJts 
4817/OOA/VO-Kn 


siehe Mitteilung Ciber die Ubersendung des internationaJen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/06951 


1 nternationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
03/11/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
04/11/1997 


Internationale Patentklassification (IPK) oder i 
C12Q1/68 


"lationale Klassifikation und IPK 


Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al. 



1 . Dieser Internationale vorlautige Prufungsbericht wurde von der mit der Internationale vorlaufigen Prufung beauttragte 



Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubernnittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaRt Insgesamt 8 Blatter einschlieRlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabel handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zelchnungen. die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen. und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtlgungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venvattungsrichtllnien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 3 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu tolgenden Punkten: 

I ^ Grundlage des Berlchts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuhelt. erflnderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) htnsichtlich der Neuheit. der ertinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 



09/03/1999 



Datum der Fertigstetlung dieses Berichts 



26. OV 6C 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
. Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 

von Ballmoos, P 

Tel. Nr. +49 89 2399 8174 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/06951 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Se'rten: 

1-45 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -18 eingegangen am 13/01/2000 mil Schreiben vom 10/01/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/7-7/7 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

H Anspruche, Nr.: 19 ^-^^ 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. H Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

siehe Beiblatt 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


1-15 




Nein: 


Anspruche 


16-18 


Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 


1-15 




Nein: 


Anspruche 


16-18 


Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1-18 




Nein: 


Anspruche 
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2. Unteriagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

Vlt. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde f estgestellt, daB die intemationaie Ann^eldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage. ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 
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Teil 1.1 

Das Sequenzprotokoll auf den Seiten 1-3 wurde am Anmeldetag eingereicht und wird 
somit als Teil der Beschreibung betrachtet (Regel 13ter.1(f) PCT). 

Teil 1.3 

Der unabhangige Anspruch 16 sowie die davon abhangigen Anspriiche erfullen nicht 
die Erfordernisse des Artikels 34(2) (b) PCT. 

In den Anspruch 16 wurden die folgenden Merkmale aufgenommen: 

1 . "die Gesamtlange des Amplifikats ist kurzer als 100 Nukleotide" 

Das Merkmal der Amplifikatlange von kurzer als 100 Basenpaaren kommt in den 
ursprunglichen Unterlagen nur vor im Zusammenhang mit Methoden, bei welchen die 
Sonde mit der gesamten amplifizierten Sequenz, die zwischen den Primern liegt, 
hybridisiert. Dieses Merkmal fehit jedoch in Anspruch 16, wodurch allgemeinere PCR- 
Methoden mit einer Amplifikatlange von kurzer als 1 00 Basenpaaren umfasst werden. 
Solche Methoden sind jedoch nicht urspriinglich offenbart. 

Fig. 4/7 zeigt zwar ein Amplifikat kurzer als 100 Nukleotide sowie Oligonukleotide 
(siehe dort zweite, vierte und zweitunterste Zeile). welche nicht im gesamten Bereich. 
der zwischen den Primern liegt, hybridisiert. Dies kann jedoch nicht als Basis fur den 
veranderten Anspruch dienen: Ausser in einer allgemeinen Bezugnahme auf Seite 12 
scheint Fig. 4/7 nirgends in der Beschreibung erwahnt zu sein. so dass nicht klar ist, 
Ob die enwahnten Oligonukleotide tatsachlich als Sonden in einem Experiment der 
vorliegenden Anmeldung eingesetzt wurden. Im Gegensatz zur Aussage des 
Anmelders scheint die Sonde MPF2 in keinem Experiment der vorliegenden 
Anmeldung verwendet worden zu sein. 

Zudem wird in der gesamten Beschreibung die "Erfindung" dadurch definiert, dass di€ 
Sonde mit der gesamten amplifizierten Sequenz, die zwischen den Primern liegt, 
hybridisiert (siehe Seite 20, Zeile 25 bis Seite 22 unten; Figur 2/7 und die 
entsprechende Legende; Beispiele 1c. Id in Verbindung mit Figur 4 und Figur 8 sowit 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/06951 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Seite 23. Zeile 1-10). Der veranderte Anspruch 16 steht somit im Widerspructi zur 
gesamten Lehre der Anmeldung. 

2. "der Bereich des Amplifikats. der nicht von den Primern und der Sonde abgedeckt 
ist, weist eine Lange von 0 bis 3 Nukleotiden auf". 

Dieses Merkmal verstosst ebenfalls gegen Art. 34(2)(b), da es keine Basis gibt. urn die 
in Figur 4/7 gezeigten drei Einzelwerte (der nicht abgedeckte Teil des Amplifikats hat 
eine Lange von 0. 1 oder 3 Nukleotiden) auf einen Werte-Bereich zu verallgemeinern. 

Die Prufung wurde deshalb auf Basis der ursprunglich eingereichten Anspruche 16-18 
sowie der veranderten Anspruche 1-15 durchgefuhrt. 

Teil V 

Folgende Dokumente werden in diesem Bescheid enwahnt: 

D1 WO-A-91 10675 
D2 US-A-5 527 898 

a) Anspruche 16-18 

D1 beschreibt die Detektion von Papillomavirus (HPV) Genotypen mittels PGR. Dazu 
werden unspezifische Primer verwendet, die einen breiten Bereich von HPV Genotypen 
erkennen konnen (siehe Seite 10, Zeile 28-32; Seite 14), und fur den Nachweis werden 
unspezifische Sonden eingesetzt (Seite 12, Zeile 14-17 und Beispiele). 
Als Primerpaare vorgeschlagen werden GP5 und GP6 oder GP1 und GP2. Diese 
Primer haben je einen Lange von 20 Nucleotiden. Alternative Primer haben zusatzliche 
Sequenzen (z.B. mit Restriktionsschnittstellen) an ihrem 5'-Ende (siehe z.B. Anspruch 
5). 

Die Methode umfasst folgende Schritte (siehe Seiten 14 -15): 

PGR mit GPS und GP6 (entsprechend den Primern der vorliegenden Anmeldung, 
die an A und G' binden) 
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Agarose Gelelektrophorese und Blotting der PGR Produkte 
Hybridisieren der Amplifikate mit einer unspezifischen Sonde. Diese ist ein 
GP5/GP6 kontrolliertes, HPV-spezifisches PCR-Amplifikat, das mit ^^P markiert 
wurde. Die Sonde bindet somit an den gesamten zwischen den Primern liegenden 
Bereich und an die Bindesequenzen der beiden Primer. 

Somit nimmt D1 den Gegenstand der Anspruche 16-18 neuheitsschadlich vonweg (Art. 
33(2) PCT). 

D2 beschreibt ein ahnliches Verfahren wie D1. Detektion von HPV mittels PGR wird mit 
consensus Primern durchgefuhrt. Lange generische Sonden eriauben eine Typus- 
unspezifiscfie Detektion (Zusammenfassung). Die langen generischen Sonden 
umfassen die ganze HPV genomische Sequenz, die zwischen den HPV 
Amplifikationsprimern liegt, aber nicht die Sequenzen. die den Primerregionen 
entsprechen. 

Folgende Schritte werden durchgefuhrt: 

Amplifikation der HPV Sequenzen mit den LI consensus Primern MY09 und 
MY11 

Nachweis der Amplifikationsprodukte durch Hybridisierung mit den generischen 
langen HPV Sonden. 

Sowohl die Sonden als auch die Primer konnen ^^P-markiert oder biotinyliert sein. 
(Siehe die im Recherchenbericht zitierten Stellen). 

Damit offenbart D2 alle technischen Merkmale der Anspruche 16-18 und nimmt ihre 
Neuheit vorweg (Art. 33(2) PCT). 

b) Anspruche 1-15 

Anspruch 1 bezieht sich auf ein Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure, welche 
auf einer PGR-Reaktion und anschliessender Hybridisierung mit einer Sonde beruht. Es 
ist dadurch gekennzeichnet, dass die Sonde mit der gesamten amplifizierten Sequenz, 
die zwischen den Primern liegt, hybridisiert und das Amplifikat kurzer als 100 
Nukleotiden ist. 
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D1 und D2 zeigen ahnliche Verfahren. wobei das Amplifikat in D1 eine Lange.von 140 
Nukleotiden aufweist (siehe beispielsweise Seiten 19-20) und in D2 allein schon die 
Sonden (ohne Einrechnung der Primersequenzen) langer als 100 Nukleotide sind, 
normalerweise 100-600 (siehe Spalte 8). Bei Berucksichtigung einer durchschnittlichen 
Primerlange von 20 Nukleotiden, ergibt sich in D2 eine Amplifikatlange von 140-640 
. Nukleotiden. 

Anspruch 1 ist deshalb neu (Art. 33(2) PCT). 

Die Verkurzung der Amplifikate fiihrt zu den Vorteilen, die in der Anmeldung auf Seite 
36. Zeile 1 1 -Seite 37, Zeile 24 beschrieben sind. 

Es scheint, dass der Fachmann keinen Aniass gehabt hatte. die Verkurzung 
durchzufuhren, da keines der im Recherchenbericht enA/ahnten Dokumente einen 
entsprechenden Hinweis gibt, Zudem bestatigen die vom Anmelder angefiihrten 
Dokumente (PGR Primer, A Laboratory Manual. CSHL Press 1995. ISBN 
0-87969-448-3, Seiten 133-142; Nucleic Acid Research. 18, 1990, 6409-6412) die 
Meinung. dass fur diagnostische Verfahren Amplifikate mit einer Lange von 120-250bp 
zu venA/enden sind und dass die Ausbeute der synthetisierten Amplifikate bei einer 
Lange von 135bp bis 5kbp ansteigt. 

Der Fachmann ware deshalb von einer Methode gemass Anspruch 1 abgehalten 
worden. 

Anspruche 2-15 sind von Anspruch 1 abhangig und erfullen somit auch die 
Erfordernisse der Artikel 33(2) und (3) PCT. 



Teil VII 

a) Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1-D2 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 

b) Der Ausdruck "auf den Offenbarungsgehalt dieser Anmeldungen wird 
ausdrucklich Bezug genommen" wird in gewissen Fallen beim Eintritt in die 
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nationale Oder regionale Phase gestrichen werden mussen (siehe z.B. die 
Richtlinien fur die Prufung im EPA, C-ll. 4.18). 



Tail VIII 



Die Einschatzung, dass das folgende Merkmal fur die Definition der Erfindung we- 
sentlich ist, wird beibehalten: 



Die Sonde muss mit der gesamten amplifizierten Sequenz. die zwischen den Primern 
liegt, hybridisieren. 

Der Anmelder argumentiert, dass allein die Verkleinerung der Amplifikate auf eine 
Gesamtlange kurzer als 100 Basenpaare wesentlich ist fur die Erfindung. Dem wird 
nicht zugestimmt, da in der Beschreibung die "Erfindung" durchweg durch das 
obengenannte Merkmal definiert wird (siehe Seite 20. Zeile 25 bis Seite 22 unten; Figur 
2 und die entsprechende Legende; Beispiele 1c, Id in Verbindung mit Figur 4 und Figur 
8). 



Da der unabhangige Anspruch 16 dieses Merkmal nicht enthalt, entspricht er nicht dem 
Erfordernis des Artikels 6 PCT in Verbindung mit Regel 6.3 b) PCT, dass jeder 
unabhangige Anspruch alle technischen Merkmale enthalten muss, die fur die 
Definition der Erfindung wesentlich sind. 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure umfassend die Schritte 

- Herstellung einer Vielzahl von Amplifikaten eines Teilstucks dieser Nukleinsaure 
mit Hilfe zweier Primer, von denen einer an eine Bindesequenz (A) eines Stranges 
der Nukleinsaure binden kann und von denen der andere an eine Bindesequenz C, 
die zu einer mit A nicht uberlappenden, in 3'-Richtung von A gelegenen Sequenz C 
im wesentlichen komplementar ist, binden kann, 

- Inkontaktbringen der Amplifikate mit einer Sonde mit einer Bindesequenz D, welche 
an die zwischen den Sequenzen A und C gelegene Sequenz B oder das Komplement 
davon binden kann, vmd 

- Nachweis der Bildung eines Hybrides aus einem Amplifikat und der Sonde, 

dadurch gekennzeichnet, daB die zwischen den Bindesequenzen A und C gelegene 
Sequenz keine Nukleotide enthalt, die nicht dem aus der Bindesequenz D der Sonde und 
der hiervon gebundenen Sequenz des Amplifikats gebildeten Sequenzbereich E 
zugehoren und das Amplifikat kiirzer als 100 Nukleotide ist 

I. Verfahren gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Bindesequenz D der 
Sonde mit einer oder beiden Bindesequenzen der Primer uberlappt. 

5 . Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens einer der Primer an seinem nicht verlangerbaren Teil Nukleotide aufweist, 
die nicht direkt mit der nachzuweisenden Nukleinsaure oder ihrem Komplement 
hybridisieren. 

k Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet daB 
mindestens eine der Bindesequenzen nicht fur die nachzuweisende Nukleinsaure 
spezifisch ist. 
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5 . Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Gesamtlange des Amplifikats kurzer als 60 Nukleotide ist. 

6. Verfahren gemafi einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet. dafi 
mindestens einer der Primer immobilisierbar und die Sonde nachweisbar markiert ist. 

7. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi 
mindestens einer der Primer nachweisbar und die Sonde immobilisierbar markiert oder 
immobilisiert ist. 

8. Verfahren gemafi einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Sonde sowohl durch einen Fluoreszenzquencher als auch einen Fluoreszenzfarbstoff 
markiert ist. 

9. Verfahren gemafi einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi 
einer der Primer durch eine erste Energietransferkomponente und die Sonde durch eine 
zweite, davon verschiedene Energietransferkomponente markiert ist. 

1 0. Verfahren gemafi einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das Amplifikat durch physikalische und/oder spektroskopische Methoden detektiert 
wird. 

1 1 . Verfahren gemafi einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi 
mindestens einer der Primer nicht fur die nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch ist. 

12. Verfahren gemSfi Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafi zwei der Primer nicht fur 
die nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch sind. 
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Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 1 und 12, dadurch gekeimzeichnet, dal3 die 
Sonde nicht spezifisch ist fur die nachzuweisende Nukleinsaure. 

Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB i 
der Amplifikation jeweils zu A, G, C und T komplementare Nukleotide eingesetzt 
werden. 

Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Nachweis der Amplifikate mittels Massenspektroskopie erfolgt. 

Verfahren zum spezifischen Nachweis einer Nukleinsaure umfassend die Schritte 

- Herstellung einer Vielzahl von AmpUfikaten eines Teilstucks dieser Nukleinsaure 
mit Hilfe mindestens zweier Primer, 

- Inkontaktbringen der Amplifikate mit einer Sonde, welche an das Amplifikat binden 



- Nachweis der Bildung eines Hybrides aus dem Amplifikat und der Sonde, 

dadurch gekennzeichnet, daB mindestens einer der Primer nicht fur die Gruppe von 
Organismen spezifisch ist, der der nachzuweisende Organismus angehdrt, die 
Gesamtlange des Amplifikats kurzer als 100 Nukleotide ist und der Bereich des 
Amplifikats, der nicht von den Primem und der Sonde abgedeckt ist, eine Lange von 0 
bis 3 Nukleotiden aufweist. 

Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
zwei der Primer nicht fur die nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch sind. 

Verfahren gemSB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Sonde nicht spezifisch ist fur die nachzuweisende Nukleinsaure. 
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I. Basis of the report 



1 ThU renort has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been/umished to the receiving Office in response to an invitation 
^IrATleN^^^Mr^'oZZreport -originalfy filed" and are not ann^d to the report since they do not conmtn an,endn,enU.). 

I [ the international application as originally filed. 
^ the description, rp"^ ^""^^ , as originally filed, 

pages . filed with the demand, 

pages . filed with the letter of 

pages , . filed with the letter of 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-18 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



1 0 January 2000 f 1 0.0 1 .2000^ 



^ the drawings, 



sheets/fig . 
sheets/fig , 
sheets/fig . 
sheets/fig 



1/7 - 7/7 



I 2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages , 

^ the claims, Nos. 12 



I I the drawings, sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



M This report has been established as if (some of) the ainendments had not been made, since they have been considered 
^ to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

i 4. Additional observations, if necessary: 



See Supplemental Box 
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Basis of the report 



1. This 



Box I , § 1 : 

The sequence listing on pages 1-3 was submitted on the 
filing date and is therefore considered to be part of the 
description (PCT Rule 13ter.l(f)) 

Box I, § 3: 

independent Claim 16 and the claims which are dependent on 
it do not satisfy the requirements of PCT Article 
34 (2) (b) . 

The following features have been added to Claim 16: 

1. "the total length of the amplificate is less than 
100 nucleotides" . 

in the original application, the feature whereby the 
length of the amplificate is less than 100 base pairs only 
appears in connection with methods in which the probe is 
hybridised with the entire amplified sequence located 
between the primers. This feature does not appear in Claim 
16, which therefore covers general PCR methods with an 
amplificate length of less than 100 base pairs. However, 
such methods were not disclosed in the original 
application . 

Figure 4/7 does show an amplificate which is shorter than 
100 nucleotides, and oligonucleotides (Fig. 4/7, second, 
fourth and penultimate lines) which do not hybridise in 
the entire range situated between the primers. 
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I. Basis of the report 



1 TOs retXJrt has been drawn on the basis of (RephcemerU sheets which have beenfiarushed to the rt^ing Office in response to an imimtion 
^T^rlLTlZl^erredtointhisn^polZ ■ originally /Ued aruia^ no, an^e^d to the report sir^ they ^ 

However, this can not provide a basis for the amended 
claims: apart from a general reference on page 12, Figure 
4/7 does not appear to be mentioned anywhere in the 
description, and it is therefore unclear whether the 
oligonucleotides that are mentioned were actually used as 
probes in an experiment covered by the present 
application. Contrary to the opinion expressed by the 
applicants, the MPF2 probe does not appear to have been 
used in any of the experiments described in the present 
application . 

Furthermore, throughout the description the "invention" is 
defined by the fact that the probe hybridises with the 
entire amplified sequence situated between the primers 
(cf. page 20, line 25, to bottom of page 22; Figure 2/7 
and the corresponding key; Examples Ic and Id in 
connection with Figures 4 and 8; and page 23, lines 1-10). 
Thus, the amended version of Claim 16 contradicts the 
entire teaching of the application. 



2, «... the part of the amplificate which is not 
covered by the primers and probe has a length of 0 
to 3 nucleotides" . 



This 
since 



feature likewise contravenes PCT Article 34 (2) (b), 
there is no basis for generalising the three 
individual values shown in Figure 4/7 (the non-covered 
part of the amplificate has a length of 0, 1 or 3 
nucleotides) to make a range of values. 

consequently, the examination has been performed on the 
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1. Basis of the report 




1 -niis report has been drawn on the basis of (ReplacemerU sheets which have beenfiunished to the receiving Office in response to an invitation 
' under Article 14 are referred to in this t^port as ■ originally filed" and are not annexed to the report since they do not conmin amendments.): 

basis of the original versions of Claims 16-18 and the 
amended versions of Claims 1-15. 



Form PCT/lPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/EP 98/06951 



I V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement ^ — 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-15 



16-18 



1-15 



16-18 



1-18 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

The following documents are referred to in the present 
opinion : 

Dl WO-A-91/10675 
D2 US-A-5 527 898 



a) 



Claims 16-18 



Dl describes the detection of papilloma virus genotypes 
using PGR. Non-specific primers capable of recognising a 
broad range of HPV genotypes are used (cf. page 10, lines 
28-32; page 14), and non-specific probes are used for 
detection (cf. page 12, lines 14-17 and the Examples). 
The suggested primer pairs are GPS and GP6, or GPl and GP2. 
The length of each of these nucleotides is 20 nucleotides. 
Alternative primers have additional sequences (e.g. with 

restriction cleavage sites) on their 5' terminal (cf. Claim 

5, for example) . 

The method involves the following steps (cf. pages 14-15): 
PGR with GP5 and GP6 (which correspond to the primers 
that bind to A and G' in the present application); 
agarose gel electrophoresis and blotting of the PGT 
products ; 

hybridisation of the amplificates with a non-specific 
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probe. This is a GP5/GP6-controlled HPV-specific PGR 
amplificate, which is marked with ^^P. Thus, the probe 
binds to the entire range situated between the 
primers, and also to the bonding sequence of the two 
primers . 

The subject matter of Claims 16-18 can therefore not be 
considered novel in the light of Dl (PCT Article 33(2)). 

D2 describes a method similar to Dl . The detection of HPV 
by PGR is performed using consensus primers. Long generic 
probes allow for non-type-specific detection (cf. 
abstract) . The long generic probes cover the entire HPV 
genomic sequence lying between the HPV amplification 
primers, but not the sequences corresponding to the primer 
regions . 

The following steps are carried out: 

amplification of the HPV sequences using LI consensus 
primers MY09 and MYll; 

detection of the amplification products by 
hybridisation with the generic long HPV probes. 

Both the probes and the primers can be ^^P-marked or 
biotinised (cf . passages cited in the search report) . 

Thus, D2 discloses all of the technical features of Glaims 
16-18, which cannot therefore be considered novel (PGT 
Article 33 (2) ) . 

b) Claims 1-15 

Claim 1 concerns a method for identifying nucleic acids 
which is based on a PGR reaction and subsequent 
hybridisation with a probe. The method is characterised in 
that the probe hybridises with the entire amplified 
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sequence lying between the primers, and in that the 
amplificate is shorter than 100 nucleotides. 

Dl and D2 show similar methods; in Dl, the amplificate is 
140 nucleotides in length (cf. pages 19-20, for example), 
and in D2 the probes alone (without including the primer 
sequences) are longer than 100 nucleotides, and normally 
100-600 nucleotides long (cf. column 8). Taking into 
account an average primer length of 20 nucleotides, the 
length of the amplificate in D2 is 140-640 nucleotides. 

Claim 1 is therefore novel (PCT Article 33(2)). 

By shortening the amplificate, the advantages described in 
the application on page 36, line 11, to page 37, line 24, 
are gained. 

It seems that a person skilled in the art would have had no 
cause to shorten the amplificate, since none of the 
documents cited in the search report contains any 
indication prompting him to do so. Moreover, the documents 
cited by the applicants (PGR Primer, A Laboratory Manual, 
CSHL Press 1995, ISBN 0-87969-448-3, pages 133-142; Nucleic 
Acid Research, Vol. 18, 1990, 6409-6412) confirm the view 
that amplificates of 120-250bp in length should be used for 
diagnostic methods and that the yield of the synthesised 
amplificates rises with lengths of 135bp to 5kbp. 

Thus, a person skilled in the art would have been deterred 
from using a method as per Claim 1. 

Claims 2-15 are dependent on Claim 1 and therefore likewise 
satisfy the requirements of PCT Article 33(2) and (3). 
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Vli. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

a) Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), 
neither the relevant prior art disclosed in D1-D2, 
nor those documents themselves, are mentioned in the 
description . 

b) In certain cases, the phrase "the disclosure of 
these applications is expressly referred to" will 
have to be deleted on entry into the national or 
regional phase (cf. PCT Guidelines for Preliminary 
Examination, Ch. II, 4.18, for example). 
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VIIL Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The examining authority maintains its finding that the 
following feature is essential to the invention: 



The probe must hybridise with the entire amplified sequence 
situated between the primers. 

The applicants argue that only the shortening of the 
amplificate to a total length not exceeding 100 base pairs 
is essential to the invention. The examining authority 
rejects that view, because throughout the description the 
"invention" is defined by reference to the above-mentioned 
feature (cf. page 20, line 25, to the bottom of page 22; 
Figure 2 and the corresponding key; Examples Ic and Id in 
connection with Figures 4 and 8). 



Since independent Claim 16 does not contain that feature, 
it does not satisfy the requirements of PCT Article 6 in 
conjunction with PCT Rule 6.3(b), whereby each independent 
claim must contain all technical features that are 
essential to the definition of the invention. 
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(54) Bezeichnung: SPEZIFISCHES UND SENSITIVES NUKLEINSAURENACHWEISVERFAHREN 

(57) Abstract 

The invention relates to a method for detecting a nucleic acid in which a plurality of amplificates of a section of the nucleic acid 
IS produced with the aid of two primers. One primer can bond on a bonding sequence A of the nucleic acid, and the other can bond 
on a bonding sequence C^ which is complimentary to a sequence C, does not overlap with A, and is placed in a 3 -direction of A The 
amplificates are brought into contact with a probe having a bonding sequence D which can bond on a sequence B or the complement thereof 
said sequence B and the complement thereof being placed between sequences A and C. The formation of a hybrid out of the amplificate 
and the probe is detected, whereby the sequence placed between bonding sequences A and C contains no nucleotides which do not belong 
to the bonding sequence D or complement D' thereof of the probe. 

(57) Zusammcnfassung 

Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure umfassend die Herstellung einer Vielzahl von Amplifikaten eines TeilstOcks dieser 
Nukleinsaure mit Hilfe zweier Primer, von denen einer an eine Bindesequenz A der Nukleinsaure binden kann und von dcncn der andere 
an eine Bindesequenz C\ die zu einer mit A nicht uberiappendcn, in 3'-Richtung von A gelegenen Sequenz C komplementiir ist binden 
kann, Inkontaktbnngen der Amplifikate mit einer Sonde mit einer Bindesequenz D, welche an eine zwischen den Sequcnzen A und C 
gelegene Sequenz B oder das Komplement davon binden kann, und Nachweis der Bildung eines Hybrides aus dem Amplifikat und der 
Sonde, wobeidie zwischen den Bindesequenzen A und C gelegene Sequenz keine Nukleotide enthalt, die nicht der Bindeseouenz D der 
Sonde oder ihrem Komplement D' zugehoren. 
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Speziflsches und sensitives Nukleinsaurenachweisverfahren 

5 Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren, bei dem 
eine Amplifikation eines Teilstiickes dieser Nukleinsauren vorgenommen wird und 
wobei dieses Teilstiick im Hinblick auf seine Basensequenz bestimmte Bedingungen 
erfiillen muC, sowie ein Reagenzkit enthaltend zwei Primer und eine Sonde, die dieses 
Teilstiick definieren. 

1 0 Eine der meist angewandten molekularbiologischen Techniken zum Nachweis von 
Nukleinsauren ist Hybridisierung mit sequenzspezifischen Sonden zum Nachweis 
homologer Nukleinsaure-Sequenzen. Der Nachweis von Nukleinsaure-Sequenzen ist 
von Bedeutung im Grundiagenbereich, jedoch von besonderer Bedeutung in 
verschiedenen Anwendungsfeldem, z, B. in den Bereichen medizinische Diagnostik, 

1 5 forensische Diagnostik, Lcbensmitteldiagnostik, Umweltdiagnosiik, Pflanzenschutz und 
Tiermedizin. 

Als Sonde werden dabei entweder Oligonukleoude (kurze DNA oder RNA) oder 
Polynukleotide (langere DNA oder RNA) verwendet. Dabei haben die kiirzeren Sonden 
gegeniiber den langeren Sonden den Vorteil groflerer Sequenzselektivitat, wegen des 

20 kiirzeren Hybridisierungsbereichs aber den Nachteil geringerer Sensitivitat. Eine 

verbesserte Sensitivitat und Sequenzselektivitat wird mit PNA-Sonden (Peptidnuklein- 
sauren, z. B. WO 92/20702) erreicht, da diese Sonden eine hohere Bindungsaffinitat zu 
Nukleinsauren haben (hoherer Tm) und durch eine hohere Basendiskriminierung 
gekennzeichnet sind (ATm). Zusatzlich konnen Sonden zum Nukleinsaure-Nachweis 

25 Markierungsgruppen tragen, die entweder zum Fangen und/oder zur Detektion von 
Hybridkomplexen aus Sonde und nachzuwei sender Nukleinsaure geeignet sind. 
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Zum Nukleinsaure-Nachweis durch Hybridisierung werden eine oder mehrere Sonden 
entweder zur Hybridisierung in Losung oder auf festen Tragem verwendet. Bei Nuklein- 
saure-Nachweisen in Losung spricht man von homogenen Nachweisformaten, bei 
Nachweis auf festen Tragem und/oder vermittelt durch feste Tragem von heterogenen 
5 Nachweisformaten. Bei den heterogenen Nachweisverfahren (z. B. dot blot) kann die 
nachzuweisende Nukleinsaure auf dem festen Trager vorgebunden sein. Die Hybridisie- 
rung erfolgt durch Inkontaktbringen mit einer Losung, die die Sonde enthalt, Umgekehrt 
kann die Sonde auf dem festen Trager vorgebunden sein (z. B. reverse dot blot). Die 
Hybridisiemng erfolgt durch Inkontaktbringen der gebundenen Sonde mit einer Losung, 
10 welche die nachzuweisende Nukleinsaure enthalt. Bei homogenen Testformaten werden 
z. B. Sondenpaare verwendet, die endstandig energieiibertragende Gmppen tragen und 
die iiber Co-Hybridisiemng an die nachzuweisende Nukleinsaure in unmittelbaren 
Kontakt gebracht werden und dadurch ein Signal erzeugen. 

Der Nachweis von Nukleinsauren durch alleinige Sonden-Hybridisiemng hat nur 
1 5 begrenzte Sensitivitat. So ist selbst mit empfmdlichen Detektions-Markierungsgruppen 
wie ^^P, Digoxigenin, Biotin, Fluorescein, Ruthenium-Chelate, Fluorescein, Rhodamin 
oder AMCA allein nur eine Sensitivitat in pg- bis fg-Bereich moglich. Zum 
empfmdlichen Nukleinsaure-Nachweis gerade im medizinisch-diagnostischen Bereich 
sind jedoch Sensitivitaten im ag-Bereich und eine hohe Nachweisspezifuat notwendig. 
20 Dies gilt sowohl fiir den Nachweis von korperfremden Nukleinsauren, z. B. in Form von 
Infektionserregem, als auch fiir den Nachweis der An- oder Abwesenheit oder Verande- 
rung korpereigener Nukleinsauren. Hohe Nachweissensitivitat und Nachweisspezifitat 
ist aber auch in den anderen genannten Anwendungsbereichen von hoher Wichtigkeit. 

So mussen manche Infektionserreger, wie z. B. HCV, HIV und HBV schon in wenigen 
25 Kopien nachgewiesen werden, um rechtzeitig erfolgreiche medizinische Interventions- 
maBnahmen, z. B. durch fruhzeitige Arzneimittelbehandlung, ansetzen zu konnen. Fiir 
solch fruhzeitige Nachweise von Infektionserregen ist der Nachweis von Nukleinsaure- 
Sequenzen der Infektionserreger von Vorteil, da wegen der Verfiigbarkeit von Nuklein- 
saure-Vervielfaltigungstechniken (Nukleinsaure- Vermehningsverfahren) ein empfmdli- 
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cher Nachweis schon in einer fruhen Infektionsphase (Latenzphase) moglich ist. Die 
Moglichkeit der gezielten Vermehrung des nachzuweisenden Agens gibt es nur im Fall 
von Nukleinsauren, nicht aber im Fall von immune logischen Nachweisverfahren. Bei 
diesen Verfahren ist eine Steigerung der nachzuweisenden Infektionserreger- 
5 spezifischen Partikel nur iiber die humorale Immunantwort uber Bildung von 
entsprechenden Infektionserreger-spezifischen Antikorpem moglich; diese 
Immunantwort erfolgt jedoch erst nach Ablauf der Latenzzeit und ist eine 
Sekundarreaktion nach Infektion durch den Errger. Daher hat der Nachweis iiber 
Nukleinsaure-Hybridisierung den Vorteil, daC z. B. der Infektionserreger direkt nach 
10 Infektion und sehr empfmdUch nachgewiesen werden kann. 

Der Erfolg von medizinischen Interventionsmaflnahmen ist jedoch auch davon 
abhangig, dafl der Infektionserreger nicht nur fhihzeitig mit hoher Sensitivitat, sondem 
auch sehr spezifisch nachgewiesen werden kann. Zur gezielten Behandlung ist daher 
eine Unterscheidimg zwischen verschiedenen Infektionserregem sowie die 

15 Unterscheidung einzelner Subtypen oder Varianien wie, z. B. HIV-1 und HIV-2 oder 
z. B. HB V, HCV und HGV, von Bedeutung. Dabei ist aber auch entscheidend, dafi 
quantitative Aussagen gemacht werden konnen und keine falsch-posiiiven oder falsch- 
negativen Ergebnisse erhalten werden, da solche falschen Ergebnisse u.U. gravierende 
therapeuiische Konsequenzen nach sich Ziehen konnen. Dies setzt Richtigkeit und hohe 

20 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse voraus. Daher muB der Nukleinsaure-Nachweis nicht 
nur sehr sensitiv, sondem auch sehr spezifisch und reproduzierbar sein. Der spezifische 
und sensitive Nukleinsaure-Nachweis mu6 auch rasch erfolgen, damit eine gezielte 
Therapie umgehend erfolgen kann. 

Oftmals ist auch von Bedeutung, mehrere Infektionserreger wie z. B. HCV, HTV und 
25 HBV nebeneinander nachzuweisen, z. B. im Rahmen von Blutbanken-Screeningtests. 
Dies erfolgt bei derzeit gangigen Nukleinsaure-Nachweistests durch hintereinander- 
geschaltete Einzelbestimmungen der nachzuweisenden Infektionserreger. Dies hat den 
Nachteil, daB mehrere Bestimmungen hintereinander durchgefiihrt werden mussen, was 
gerade beim Screening von groBen Specimen-Stiickzahlen nachteilig ist. Im Rahmen 
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dieser Nukleinsaure-Bestimmungen ist wiinschenswert, sensitive und spezifische Test- 
moglichkeiten verfugbar zu haben, die z. B. eine rasche parallele Bestimmung mehrerer 
Infektionsenreger nebeneinander in einer einzigen Probe ermoglichen (Multiplex- 
Bestimmung). 

5 Beim Nachweis der An- oder Abwesenheit von korpereigener Nukleinsaure innerhalb 
bestimmter genomischer Loci und/oder deren Veranderungen, wie z. B. ererbte, 
spontane oder eine Mischung aus ererbten und spontanen Mutationen, Deletionen, 
Inversionen, Translokationen, Rearrangements oder Triplett-Expansionen in Form von 
spezifischen und/oder polymorphen Veranderungen, ist ebenfalls die Verfligbarkeit 
1 0 spezifischer und sensitiver Nukleinsaure-Nachweisverfahren von Vorteil. Die 

Verfligbarkeit spezifischer und sensitiver Nukleinsaure-Nachweisverfahren ist jedoch 
auch in den anderen genannten Anwendungsbereichen von hoher Wichtigkeit. 

Die bisherigen Testverfahren zum sensitiven und spezifischen Nachweis der An- oder 
Abwesenheit von Nukleinsauren basieren auf der kombinienen Durchfiihrung von 
1 5 Nukleinsaure- Vermehrungsreaktionen (Nukleinsaure- Vermehrung) und Nukleinsaure- 
Nachweisreaktionen (Detektion). 

Die nachzuweisende Nukleinsaure wird dabei in einer fur die Vermehrungsreaktionen 
zuganglichen Form eingesetzt, z. B. in Form von unbehandeltem oder behandeltem 
Probenmaterial und/oder Probenmaterial-Konzentrierung, z. B. durch Adsorption des 

20 unbehandelten oder behandelten Probenmaterials an die Oberflache eines festen Tragers 
und anschliefiende Resorption von diesem festen Trager. Solche festen Trager sind z. B. 
feste Trager mit glashaltigen Oberflachen. Durch diese festen Trager erfolgt keine 
substantielle Reinigung und/oder Isolierung der nachzuweisenden Nukleinsauren, 
sondem lediglich eine Probenmaterial-Konzentrierung und ggf Inaktivierung und/oder 

25 Eliminierung von Inhibitoren fur die darauffolgenden Nukleinsaure- Vermehrungs- und 
Nachweisreaktionen. Durch diese festen Trager ist auch die Bereitsteilung mehrer 
nachzuweisender Nukleinsauren, z. B. im Rahjnen von Multiplex-Verfahren, in fiir die 
Nukleinsaure- Vermehrungs- und -Nachweis-Reaktionen zuganglichen Form moglich. 
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Andere Probenvorbereitungs-Verfahren enthalten gezielte Verfahrensschritte zur 
Nukleinsaure-spezifischen und/oder sequenzspezifischen Bindung der nachzuweisenden 
Nukleinsaure, z. B. die Verwendung von festen Tragem mit Nukleinsaure-spezifischen 
Bindungsgruppen und/oder Nukleinsaure-Fangsonden zur selektiven Bindung und 
5 Freisetzung der nachzuweisenden Nukleinsaure durch Nukleinsaure-spezifische 
Bindung und anschlieflende Dissoziation zwischen Bindungsgruppe und/oder 
tragergebundener Fangsonde und nachzuweisender Nukleinsaure. Bei dieser Art von 
festen Tragem sind Nukleinsaure-spezifische Bindungsgruppen und/oder Nukleinsaure- 
Fangsonden an der Oberfilche der festen Trager norwendig. Daher sind zur 

10 Bereitstellung mehrerer nachzuweisender Nukleinsauren, z. B. im Rahmen von 

Multiplex-Verfahren, entweder mehrere feste Trager notwendig, was aufwendiger ist, 
Oder feste Trager mit einer oder mehreren Bindungsgruppen und/oder mit multiplen 
Oder mehreren Fangsonden. Multiple Fangsonden enthalten mehrere 
Bindungssequenzen fur mehrere nachzuweisende Nukleinsauren. Diese Trager mit 

1 5 mehreren Bindungsgruppen und/oder mehreren und/oder multiplen Fangsonden sind 
jedoch aufwendiger herzustellen. Ebenfalls sind die Reaktionsbedingungen zur gezielten 
Bindung mehrer nachzuweisender Nukleinsauren an Trager mit mehreren 
Bindungsgruppen und/oder Fangsonden schwieriger einzusiellen bzw. die Bindung 
mehrer nachzuweisender Nukleinsaurearten an eine Nukleinsaure-spezifische 

20 Bindungsgruppe oder an eine Fangsonde mit mehreren komplementaren 
Hybridisierungssequenzen schwieriger einzustellen. 

Die Vermehrung und der Nachweis der bereitgestellten nachzuweisenden Nukleinsauren 
erfolgt in heterogenen oder homogenen Nukleinsaure- Vermehrungs-Nachweisformaten. 
Die Nukleinsaure- Vemiehrungsreaktionen und Detektionreaktionen konnen entweder 

25 hintereinander (heterogene Testverfahren) oder gleichzeitig (homogene Testverfahren) 
erfolgen. Als Vermehrungsreaktionen werden entweder targetspezifische Nukleinsaure- 
Vermehrungsreaktionen, targetabhangige Signal-Nukleinsaure-Vermehrungsreaktionen 
Oder Signal-Nukleinsaure-Vermehningsreaktionen verwendet. Die Verwendung von 
Detektionssystemen zum Nachweis der vermehrten Nukleinsauren erfolgt entweder iiber 

30 den Einbau von Nukleoiiden und/der die Verwendung von markierten Primem oder 
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markierten Sonden. Die venvendeten Detektionssysteme enthalten entweder direkte 
Oder indirekte Detektionsmarkierungen bzw. gekoppelte sekundare und tertiare 
Nachweiskomponenten. Die Detektion der vermehrten nachzuweisenden Nukleinsauren 
kann jedoch auch durch spektroskopische oder pyhsikalische Methoden erfolgen. 

5 Die bisherigen Nukleinsaure-Vermehrungs-Nachweisverfahren mit integrierten Signal- 
Nukleinsaure-Vermehrungereaktionen haben den Nachteil geringer Sensitivitat wegen 
der nicht-exponentiellen Signalvermehrung, erhohten Storanfalligkeit durch starkere 
Tendenz zur Hintergrundsignalbildung durch die Vielzahl der Sondenkomponenten und 
der Bildung unspezifischer Detektionssignale, da nicht die nachzuweisende 
10 Nukleinsaure selbst, sondem lediglich ein daran gekoppeltes Detektionssignai targe- 
tunabhangig vermehrt wird. Beispiele sind gekoppelte Signalkaskaden (z. B. SELF- 
Zyklus) Oder signalgebende Sonden-Baum- oder -Burstenstrukturen (z. B. branched 
DNA). 

Die bisherigen Nukleinsaure- Vermehrungs-Nachweisverfahren mit integrierten target- 
1 5 abhangigen Signal-Nukleinsaure- Vermehrungsreaktionen sind wegen der 

exponentiellen Signalvermehrung zwar sensitiver als die reinen Signal-Nukleinsaure- 
Vermehrungsverfahren, haben aber wiederum den Nachteil der Bildung unspezifischer 
Detektionssignale, da nicht die nachzuweisende Nukleinsaure selbst, sondem lediglich 
ein davon in einer einleitenden targetabhangigen Primarrektion abgeleitetes 
20 Detektionssignai in Form eines Nukleinsaure-Reponermolekiils Targetsequenz- 

unabhangig enzymatisch vermehrt wird. Beispiele sind die QB-Replikationsreaktion, bei 
der ein QB-Reportermolekiil enzymatisch vermehrt wird, oder die Ligase- 
Kettenreaktion, bei der Teilstiicke der Nukleinsaure-Reportermolekule 
sequenzimabhangig enzymatisch verkniipft werden. 

25 Als Nukleinsaure- Vermehrungsprodukte der bisher sensitivsten und spezifischsten 

exponentiellen targetspezifischen Nukleinsaure- Vermehrungsreaktionen wie z. B. PCR 
(lJS-A-4,683,202 bzw EP-B-0 202 362), RT-PCR, NASBA (EP-A-0 329 822) oder 
TAM, \Mjrden bisher jeweils einzel- oder doppelstrangige Nukleinsaure-Vermehrungs- 
produkte durch targetsequenzabhangige thermozyklische oder isotherme enzymatische 
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Elongation gegenlaufige Primer, die sequenzpezifisch flir die nachzuweisende Nuklein- 
saure sind und an die Enden der Nukleinsaure-Vermehningseinheit (Amplikon) der 
nachzuweisenden Desoxyribo- oder Ribo-Nukleinsauren oder deren Komplemente 
binden und somit die Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte begrenzen, erzeugt. Bei 
5 diesen Elongationsreaktionen werden alle 4 Basenspezifitaten eingebaut. 

Die genannten Nukleinsaure-Vennehrungs-Nachweisverfahren mit integrierter target- 
spezifischer Nukleinsaure-Vermehrungsreaktion sind wegen Targetsequenz-abhangiger 
enzymatischer Nukleinsaure-Vermehrungszyklen am spezifischsten. Wahrend lineare 
targetspezifische Nukleinsaure-Vermehrungsreaktionen, wie z. B. die Cycling-Probe- 
10 Reaktion, nur zu begrenzter Sensitivitat fiihren, ergeben exponentielle targetspezifische 
Nukleinsaure-Vermehrungsrektionen wie Elongaiions-basierte Reaktionen wie z. B. die 
Polymerase-Kettenreaktion (PGR, RT-PCR) oder Transkriptions-basierte Reaktionen 
wie z. B. Nucleic Acid Sequence Based Amplification (NASBA) oder Transcription 
Mediated Amplification (TMA) bisher die sensitivsten und spezifischsten Signale. 

1 5 Mischformen zwischen targetabhangiger Signal-Nukleinsaure- Vemiehrung und target- 
spezifischer Nukleinsaure-Vermehrung, wie z. B. die Gap-filling Ligase-Kettenreaktion 
(gap-filling LGR, WO 90/01069), haben zwar gegenuber der nicht-modifizierten LGR 
einen targetabhangigen Reaktionsschritt, dieser isi aber begrenzl auf limitierte Sequenz- 
abschnitte bestehend aus lediglich 1 oder 2 Basenspezifitaten und damit limitierterer 

20 Target-Spezifitat. 

Fur den Nachweis der entstandenen Nukleinsaure stehen verschiedene Verfahren zur 
VerfLigung. Der Nachweis der gebildeten Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte iiber 
Fragment- oder Sequenz-Gelanalyse ist zeitaufwendig und nicht quantitativ. Der Nach- 
weis iiber tragergebundene Dot-, Slot- oder Reverse-Dot-Blot- Verfahren ist ebenfalls 
25 zeitaufwendig und nicht quantitativ. 

Quantitative sensitive und spezifische Bestimmungen der nachzuweisenden Nuklein- 
sauren wurden bisher im Rahmen von heterogenen oder homogenen targetspezifischen 
exponemiellen Nukleinsaure-Vermehrungs-Reaktionsformaien moglich, bei denen das 
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Nukleinsaure-Vemiehrungsprodukt entweder durch eingebaute Label oder durch Hybri- 
disierung mit einer fxir die nachzuweisende Nukleinsaure oder deren Komplement 
spezifischen Sonde in einem Teil des durch Elongation entsiandenen Sequenzabschnitts 
abgefangen wird. Exponentielle Nukleinsaure- Vermehrungs-Reaktionsformate, bei 
5 denen eine Interkalation von Nukleinsaure-bindenden Farbstoffen erfolgt, sind zwar 
auch sensitiv, aber nicht sequenzspezifisch. 

Bei den heterogenen Reaktionsformaten wird das Nukleinsaure- Vennehrungsprodukt 
z. B. entweder iiber eine Primer-Fangmodifikation oder durch eine immobilisierte 
Fangsonde, die komplementar zu einem intemen Sequenzabschnitt des Nukleinsaure- 

10 Vermehrungsprodukts ist, auf einen festen Trager gebunden und Qber Einbau eines 
detektionsmarkierten Nukleotids, durch Hybridisierung mit einer detektionsmarkierten 
Sonde, die komplementar zu einem intemen Sequenzabschnitt des Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukts ist, oder iiber eine Primer-Detektionsmodifikation nachgewiesen. 
In homogenen Reaktionsformaten erfolgte bisher der Nachweis z. B. iiber die 

15 Hybridisierung einer Sonde, die komplementar zu einem intemen Sequenzabschnitt des 
Nukleinsaure-Vermehrungsprodukts ist und die einen gequenchten FIuoreszenz-Label 
tragt, wobei die Targetsequenz-abhangige enzymatische Aufhebung der Quenchung 
durch die Primer-Elongationsbedingte Freisetzung des gequenchten Fluoreszenz- 
markierten Nukleotids erfolgt (WO92/02638). 

20 Bei alien bisherigen quantitativen sensitiven und spezifischen heterogenen und homo- 
genen targetspezifischen exponentiellen Nukleinsaure-Vermehrungs-Reaktionsformaten 
wurden bisher Nukleinsaure- Vermehrungseinheiten (Amplikons) verwendet, die neben 
den spezifischen Primer- und Sonden-Bindungssequenzen zusatziiche Sequenzen 
variabler Lange zwischen den flankierenden Primer-Bindungssequenzen und der 

25 intemen Sonden-Bindungssequenz enthielten. Diese funfgeteilte Amplikonsstruktur 
resultierte in Amplikonliingen groBer als die Summe der Sequenzlangen der beiden 
flankierenden Primer und der intemen Sonde zwischen vorzugsweise 100 und 1000 
Basen(paaren). Optimiemngen der Nukleinsaure- Vermehmngsreaktion durch 
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verbesserte Enzymmischungen gingen bisher vielmehr hauptsachlich in Richtung 
langere Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte. 

Kiirzere Amplikonlangen wurden bisher lediglich zum Nachweis spezieller Sequenzen 
wie z. B. bei Triplett-Expansionen, fiir In-situ-Untersuchungen oder den Nachweis stark 
5 fragmentierter Nukleinsauren im Rahmen der Altertumsforschung erzeugt. Diese kurzen 
Amplikon-Langen wurden jedoch in zeitaufwendigeren Gelformaten oder In-situ- 
Formaten detektiert, die durch mangelnde Sensitivitat und/oder fehlende 
Quantifizierung gekennzeichnet sind. Andere spezielle kurze Sequenzen wie Short 
Tandem Repeats, Short Interspersed Repetitive Elements MicrosateUite Sequences oder 
1 0 HLA-spezifische Sequenzen wurden bisher lediglich als Primer- oder Sonden- 
Bindungssequenzen verwendet. 

Die funfgeteilten Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte haben den Nachteil, daB sie 
neben den spezifisch Primer und Sonde bindenden Sequenzen noch zusatzliche 
Sequenzen beinhalten, die das Amplikon verlangem und die Gesamtspezifitat im 
1 5 Hinblick auf die Spezifitats-generierenden Primer- und Sonden-Bindungsreaktionen 
reduzieren. 

Die bisher verwendeten langeren fiinfteiligen Nukleinsaure- Vermehrungsprodukte 
haben femer den Nachteil langerer Primer-Elongationszeiten und damit langere Gesamt- 
Testzeiten. Die Sensitivitat ist auch begrenzt durch Plateaueffekte der beteiligten 

20 Enzyme und Substrate, die bei langeren Amplikons friiher erreicht werden, Ein weiterer 
Nachteil langerer Nukleinsaure- Vermehrungsprodukte ist eine Kompetition zwischen 
Amplikon-Gegenstrang und Deteklor- oder Fangsonde und somit reduzierter 
Sensitivitat. Ein weiterer Nachteil ist die erhohte Moglichkeit der unspezifischen 
Bindung bedingt durch die zusatzlichen Sequenzen mit der Folge eines erhohten 

25 Hintergrunds und dadurch geringerer Sensitivitat (geringeres Signal-Rausch- 
Verhaltnis), Ein weiterer Nachteil bei der Bindung des Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukts an tragergebundene Fangsonden ist die sterische und kinetische 
Hinderung langerer Nukleinsaure-Molekiile; daher werden Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukte bisheriger Lange vor der Bindung durch die Fangsonde 
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vorzugsweise fragmentiert. Ein weiterer Nachteil ist die erhohte Anfalligkeit gegenuber 
Fragmentierung iimerhalb der Amplikonsequenz und dadurch Zerstorung der 
Nukleinsaure-Vermehrungseinheit; dies fuhrt zu geringerer Reproduzierbarkeit. Ein 
weiterer Nachteil ist, daB langere Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte bei niedrigen 
Testtemperaturen von z. B. 37 °C, die bei gangigeii Nukleinsaure-Analysegeraten 
vorgegeben sind, weniger spezifisch hybridisieren, da eine groCere Differenz zur 
Schmelztemperatur besteht. Ein weiterer Nachteil von fiinfteiUgen Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukten ist beim Nachweis mehrerer verschiedener Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukte, daB unterschiedliche Nukleinsaure-Vermehrungslangen gebildet 
werden, die einen Multiplex-Nachweis erschweren. 

Ziel der vorliegenden Erfmdung war es, ein alternatives Nachweisverfahren fiir 
Nukleinsauren bereitzustellen, welches Vorteile gegenuber den bisher beschriebenen 
Verfahren hat. 

Eine spezielle Aufgabe der Erfmdung bestand darin, ein targetabhangiges exponentielles 
1 5 Nukleinsaure- Vermehrungsverfahren zum hochsensitiven, hochspezifischen, 

reproduzierbaren und quantifizierbaren Nachweis einer oder mehrerer einzelstrangiger 
oder doppelstrangiger Nukleinsauren bereitzustellen, welches insbesondere einen oder 
mehrere der genannten Nachteile vermeidet. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung war, unter Erhalt der Gesamtspezifitat die Auswahl 
20 der Primer- und Sondensequenzen so flexibel zu gestalten, daB eine Bestimmung 
mehrerer verschiedener nachzuweisender Nukleinsauren in einem vereinheitlichten 
Reaktionsformat unter Verwendung von teilweise gleichen Primer- oder Sonden- 
Sequenzen moglich ist. 

Gegenstand der Erfmdung ist ein Verfahren zur Herstellung einer Vielzahl von Amplifi- 
25 katen eines Teilstiicks dieser Nukleinsaure mit Hilfe zweier Primer, von denen einer an 
eine erste Bindesequenz (A) eines Strangs der Nukleinsaure binden kann und von denen 
der andere an eine zweite Bindesequenz (C), die zu einer mit A nicht tiberlappenden, in 
3*-Richtung von A gelegenen Sequenz C dieses Stranges im wesentlichen komplementar 



5 



10 



wo 99/24606 



PCT/EP98/06951 ' 



- 11 - 

ist, binden kann, Inkontaktbringen der Amplifikate mit einer Sonde mit einer Binde- 
sequenz D, welche an die zwischen den Sequenzen A und C gelegene dritte Sequenz (B) 
Oder das Komplement (B') davon binden kann, und Nachweis der Bildung eines Hybri- 
des aus einem Amplifikat und der Sonde, dadurch gekennzeichnet, dafl die zwischen 
5 den Bindesequenzen A und C gelegene dritte Sequenz (B) oder das Komplement (B') 
davon keine Nukleotide enthalt, die nicht dem aus der Bindesequenz D der Sonde und 
der hieran gebundenen Sequenz des Amplifikats gebildeten Sequenzbereich E 
zugehoren, Bevorzugt ist die Lange der Sonde gleich groB oder groBer als die Sequenz 
B oder das Komplement B'. 

10 Ebenfalls Gegenstand der Erfmdung ist ein Reagenzkit zur Durchfiihrung dieses 
Verfahrens. 

In Fig. 1 ist schematisch die in der vorliegenden Beschreibung venvendete Bezeich- 
nungsweise fur die Bereiche auf der nachzuweisenden Nukleinsaure gezeigt. 

In Fig. 2 ist die entsprechende Bezeichnungsweise fiir die inrermediar gebildeten 
1 5 Verlangerungsprodukte der Primer sowie die Amplifikate ( Amplikons) gezeigt. 
Ebenfalls ist gezeigt, daB die Amplifikate ein oder mehrere weitere Bereiche Y 
aufweisen konnen, die auBerhalb des Bereiches liegen, der die von der nachzuweisenden 
Nukleinsaure stammende Sequenzinformation enthalt. 

In Fig. 3 ist schematisch gezeigt, wie im Falle der vorliegenden Erfmdung die Binde- 
20 sequenzen der Primer und Sonde angeordnet sind. Es ergeben sich verschiedene 

Altemativen I bis VI, je nachdem, ob und wie die Bindesequenzen iiberlappen. Es ist 
jeweils nur ein Strang des Amplifikats gezeigt. Dieselbe Anordnung (nur 
komplementar) kann fur einen zweiten Strang des Amplifikats erstellt werden. Fiir die 
intermediar gebildeten Verlangerungsprodukte ergibt sich ein ahnliches Bild. Als Fall V 
25 und VI ist der Fall gezeigt, daB die Sonde neben der Bindesequenz D noch weitere, 
nicht mit dem Amplifikat Basenpaarungen ausbildende Bereiche X enthalt, die gleich 
oder verschieden sein konnen. Zum Vergleich ist der Fall des Standes der Technik als 
VII gezeigt. 



wo 99/24606 



PCT/EP98/06951 ' 



- 12- 

In Fig. 4 sind Sequenzen der benutzten Bereiche eingezeichnet, namlich A', B und C. 

In Fig. 5 sind weitere bevorzugte Primer und Sonden gezeigt. Dabei ist insbesondere die 
Kombination mit der Sonde aus Zeile 3 bevorzugt. 

In Fig. 6 und 7 sind auch noch Primer und Sonden gezeigt, die entweder unspezifisch 
5 sind Oder bei denen keine Nukieotide zwischen Primer und Sonde ubrig sind. 

In Fig. 8 ist ein besonders kurzes Stuck HCV-Genom gezeigt, mit dessen Hilfe kurze 
Amplicons hergestellt werden konnen. 

Nukleinsauren, welche mit dem erfmdungsgemaflen Verfaliren nachgewiesen werden 
konnen, konnen beliebigen Ursprungs sein, beispielsweise Nukleinsauren viroiden, 

1 0 viralen, bakteriellen oder zellularen Ursprungs. Proben (specimen), in denen die nachzu- 
weisenden Nukleinsauresequenzen oder deren Komplement enthalten sind, sind z. B. 
humane, tierische, bakterielle oder pflanzliche Flussigkeiten, Exkremente, Abstriche, 
Zellsuspensionen, Kulturen oder Gewebs-, Zell- oder Flussigkeits-Punktionen. Bevor- 
zugt liegen die Nukleinsauren in Losung vor. Damit das erfmdungsgemaBe Verfahren 

1 5 seine Vorteile vol! entfalten kann, hat es sich als zweckmaBig erwiesen, wenn die 

nachzuvveisende Nukleinsaure eine GroBe von mindestens 40 bp aufweist. Die Nuklein- 
saure kann auch eine durch Klonierung und in-vivo-Vermehrung hergestellte Nuklein- 
saure sein. 

Die nachzuweisende Nukleinsaure kann einzelstrangig (insbesondere bei RNA) oder 
20 ganz oder teilweise doppelstrangig (insbesondere bei DNA) sein. Fur den Fall 

doppelstrangiger Nukleinsauren konnen beide Strange vermehrt werden oder aber auch 
nur einer. Aus beiden Sorten von Nukleinsauren konnen einzel- oder doppelstrangige 
Amplifikate gebildet werden, wovon einer oder beide zum weiteren Nachweis 
verwendet werden konnen. Entsprechend wird die Sequenz der Sonde oder der Sonden 
25 ausgewahlt. Sie ist bevorzugt komplementar zu dem Strang des Amplifikats, der zum 
weiteren Nachweis verwendet wird. 
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Der Probe oder einer Kontrollprobe konnen positive oder negative Kontrollnuklein- 
sauren oder Quantifizierungsstandards zugesetzt sein, die ahnlich oder gleich behandelt 
werden wie die nachzuweisenden Nukleinsauren (intemer bzw. extemer Standard, 
interne bzw. exteme Kontrolle). AIs Standards konnen beispielsweise interne oder 
5 exteme heterologe DNA- oder RNA-Standards, enthaltend zu den Sequenzen der nach- 
zuweisenden Nukleinsauren homologe Primer-Bindesequenzen und zu Sequenzen der 
nachzuweisenden Nukleinsaure heterologen Sonden-Bindesequenzen, verwendet 
werden. Umgekehrt ist aber auch die Verwendung von besonders im 3 '-Priming- 
Bereich heterologen Primer-Bindesequenzen und homologen Sonden-Bindesequenzen 
10 mdglich. AIs Negativ-Kontrollen werden bevorzugt analoge Specimen eingesetzt, 
welche die nachzuweisenden Nukleinsauren oder deren Komplement nicht enthalten. 

Vor der Vermehrung wird die Probe bevorzugt einem oder mehreren Vorbehandlungs- 
schritten unterzogen, um die nachzuweisenden Nukleinsauren in eine 
vermehrungsfahige Form zu bringen. In einem ersten optionalen Schritt fmdet eine 
15 Vorbehandlung der Probe (Specimen) statt, durch welche die Probe in eine Form 

gebracht wird, aus der die nachzuweisende Nukleinsaure in eine flir die Uberfuhrung der 
vorbehandelten Probe in eine fur die Vermehrung geeignete Form gebracht wird (z. B. 
eine Abtrennung storender Bestandteile aus der Probe). 

Die Art der Vorbehandlung der Probe hangt von der Art der Probe und der Komplexitat 
20 des biologischen Materials in der Probe ab. Bei humanen Korperfliissigkeiten, wie z. B. 
Human-BIut, erfolgt in einer bevorzugten Ausfiihrungsform zunachst eine Abtrennung 
von Blutzellen zur Erzeugung von Plasma, Serum oder Blutzellkonzentraten. Durch 
diesen Trennschritt wird durch die Probenvorbehandlung die Komplexitat des biologi- 
schen Probenmaterials in den resultierenden Fraktionen deutlich reduziert, ohne daB 
25 eine substantielle Isolierung der nachzuweisenden Nukleinsaure erfolgt. Im Fall von 
Sputum oder Abstrichen erfolgt eine Probenvorbehandlung z. B. durch Suspendieren 
des Sputums bzw. des Abstrichs in einer Fliissigkeit, im Fall von Urin z. B. durch 
Zentrifugation und Weiterverarbeitung der erhaltenen Fraktionen. Im Fall von 
Gewebspunktionen erfolgt eine Probenvorbehandlung z. B. durch Suspendierung und 
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Behandlung mit einem Zellverbands-auflosenden Agens. Bei Cerebrosidal-Flussigkeit 
erfolgt die Probenvorbehandlung z. B. durch Zentrifugation und Weiterverarbeitung der 
erhaltenen Fraktionen. Auch in diesen Fallen erfolgt durch die Probenvorbehandlung 
eine Reduktion der Komplexitat des biologischen Probenmaterials. 

5 Danach kann sich ein Schritt anschlieBen, in dem die nachzuweisende Nukleinsaure aus 
der vorbehandelten Probe in eine fiir die Vermehrung zugangliche Form uberflihrt wird. 
Dabei werden bevorzugt bekannte Methoden angewandt. In einer bevorzugten Ausfiih- 
rungsform erfolgt in einem ersten Reaktionsschritt eine Lysebehandlung der vorbehan- 
delten Probe zur Freisetzung der nachzuweisenden Nukleinsaure, z. B. durch Proteinase 

1 0 K-Behandlung bei erhohten Temperaturen oder bei Desoxyribonukleinsauren durch 
Alkali. In einem zweiten Schritt wird die durch Lyse vorbehandelte Probe nach Zugabe 
von chaotropen Agentien, wie z. B. Guanidinium-Hydrochlorid oder Hamstoff, in An- 
oder Abwesenheit von loslichen Alkoholen, wie z. B. Isopropanol, an die Oberflache 
eines festen Tragers und anschlieBende Resorption von diesem festen Trager konzen- 

1 5 triert. Solche festen Trager sind z. B. feste Trager mit glashaltigen Oberflachen (z. B. 
Magnetpartikel, Glasvliefle mit glashaltigen Oberflachen, Partikel, Mikrotiterplatten, 
ReaktionsgefaCe, Dip-sticks oder miniaturisierte Reaktionskammem, die wiederum 
auch Teil von integrierten Reaktionschips sein konnen). Durch diesen festen Trager 
erfolgt bevorzugt eine nicht-sequenzspezifische Reinigung, d.h. keine substantielle 

20 Isolierung der nachzuweisenden Nukleinsauren von anderen Nukleinsauren, sondem 
lediglich eine Probenmaterial-(Nukleinsauren-)Konzentrierung und ggf Inaktivierung 
und/oder Eliminierung von Inhibitoren flir die darauffolgenden Nukleinsaure- 
Vermehrungs- und Nachweisreaktionen. Durch diese festen Trager ist auch die 
Bereitstellung mehrerer nachzuweisender Nukleinsaure, z. B. im Rahmen von 

25 Multiplex- Verfahren, in flir die Nukleinsaure- Vermehrungs- und -Nachweis-Reaktionen 
zugangliche Form moglich. 

In einer anderen Ausfiihrung kann die Uberfiihning der nachzuweisenden Nukleinsaure 
aus der vorbehandelten Probe nach Nukleinsaure-Freisetzung in einem ersten Schritt 
durch z. B. Proteinase K-Behandlung bei erhohten Temperaturen oder bei Desoxyribo- 
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nukleinsauren durch Alkali erfolgen. In einem zweiten Schritt wird die lysierte 
vorbehandelte Probe zur Bindung der nachzuweisenden Nukleinsaure mit festen 
Tragem in Kontakt gebracht, die mit Nukleinsaure-spezifischen Bindungsgruppen 
und/oder Fangsonden spezifisch zur selektiven Bindung der nachzuweisenden 

5 Nukleinsaure modifiziert sind, und anschlieflend die gebundene nachzuweisende 

Nukleinsaure durch Dissoziation zwischen Bindungsgruppe und/oder tragergebundener 
Fangsonde und nachzuweisender Nukleinsaure wieder eluiert. Beispiele fiir 
Nukleinsaure-spezifische Bindungsgruppen sind PNA-Homopyrimidin-Oligomere wie 
z. B. (T)7-PNA Oder Nukleinsaure-bindende niedermolekulare Substanzen wie z. B. 

10 Nukleinsaure-Interkalatoren, Major groove-Binder oder Minor groove-Binder. Beispiele 
fur Fangsonden spezifisch fur die nachzuweisende Nukleinsaure sind Nukleinsaure- 
Oligomere oder Nukleinsaure-Polymere mit Bindungssequenzen fur eine oder mehrere 
nachzuweisende Nukleinsauren. Weitere Beispiele fur Fangsonden spezifisch fur die 
nachzuweisende Nukleinsaure sind PNA-Oligomere mit Bindungssequenzen fiir eine 

1 5 oder mehrere nachzuweisende Nukleinsauren. Die Bindung der Nukleinsaure- 
spezifischen Bindungsgruppen oder der Fangsonden an den festen Trager kann mit oder 
ohne Zwischenschaltung von Abstandshaltem (Spacem) ennveder kovalent oder uber 
Bindungspaare, wie z. B. BiotiniStreptavidin oder Ni:Chelat. erfolgen. 

Die zur Vermehning eingesetzten Nukleinsaurensequenzen konnen linear oder zirkular 
20 sein und konnen Sequenz-Modifikationen und/oder sonstige Modifikationen, wie z. B. 
natiirliche oder artifizielle Nukleotidanaloga oder Aquivalente davon oder Basen- 
Analoga oder Aquivalente davon, enthalten oder methyliert, gecappt, polyadenyliert 
Oder in sonstiger Weise modifiziert sein. Die zur Vermehrung eingesetzten 
Nukleinsauren oder deren Komplement konnen natiirlichen Urspmngs sein, 
25 fi-agmentiert, modifiziert oder enzymatisch, z, B. mit dem Enzym Uracil-Deglykosylase 
(UNG), Oder physikalisch vorbehandelt, vorvermehrt, oder chemisch, photochemisch 
oder enzymatisch erzeugt sein, z. B. durch chemische Oligonukleotidsynthese oder in- 
vitro-Replikation, in-vitro-Reverse Transkription oder in-vitro-Transkription. 
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In dem ersten essentiellen Verfahrensschritt des erfindungsgemaBen Verfahrens wird ein 
Teilstiick der nachzuweisenden Nukleinsaure amplifiziert. Im folgenden wird dieses 
Teilstiick auch Amplikon genaimt. Dieses enthalt zwingend den Sequenzbereich 
zwischen den auBeren Enden der Bindesequenzen A und C bzw. des Komplements 
5 davon der Primer, und enthalt den Bindebereich E der Sonde bzw. das Komplement 
davon. GemaB der vorliegenden Erfmdung ist das Amplikon (bevcrzugt die Gesamt- 
lange der Sequenzen der Bereiche A, B und C) bevorzugt kiirzer als 100 Nukleotide, 
besonders bevorzugt kiirzer als 60 Nukleotide, jedoch bevorzugt langer als 40 
Nukleotide. Dies bedeutet jedoch nicht, daC die Gesamtlange der Amplifikate nicht 

10 doch groBer sein kann, z. B. wenn die Primer zusatzlich Nukleotide aufweisen. Es 
werden solche Vennehrungsmethoden eingesetzt, die eine Vermehrung der 
nachzuweisenden Nukleinsauresequenz oder deren Komplement erlauben, die in der 
Bildung von Tripartite-Mini-Nukleinsaure-Vermehrungsprodukten miinden. Hierfiir 
stehen prinzipiell alle Nukleinsaureamplifikationsverfahren zur Verfiigung, die im Stand 

1 5 der Technik bekannt sind. Bevorzugt werden targetspezifische Nukleinsaure- 
Vermehrungsreaktionen verwendet. Besonders bevorzugt werden theoretisch 
exponentielle targetspezifische Nukleinsaure-Vermehrungsreaktionen verwendet, bei 
denen eine antiparallele Replikation der nachzuweisenden Nukleinsaure oder deren 
Komplement erfolgt, wie z. B. Elongations-basierte Reaktionen wie z, B. die 

20 Polymerase-Kettenreaktion (PGR fiir Desoxyribonukleinsauren, RT-PCR fiir 

Ribonukleinsauren) oder Transkriptions-basierte Reaktionen wie z. B. Nucleic Acid 
Sequence Based Amplification (NASBA) oder Transcription Mediated Amplification 
(TMA). In besonderer Weise bevorzugt werden thermozyklische exponentielle 
Elongations-basierte Nukleinsaure- Vermehrungsreaktionen wie z. B. die Polymerase- 

25 Kettenreaktion verwendet. Die zur Vermehrung eingesetzten nachzuweisenden 

Nukleinsauren oder deren Komplement konnen in Form von einzelstrangigen oder 
doppelstrangigen Desoxyribonukleinsauren oder Ribonukleinsauren vorliegen. Ziel der 
Vermehrungsreaktion (Amphfikation) ist die Herstellung einer Vielzahl von 
Amplifikaten eines Teilstucks der nachzuweisenden Nukleinsaure. Unter einem 

30 Amplifikat wird daher jede unter Verwendung von Sequenzinformation der 
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Nukleinsaure hergestellte Molekulspezies verstanden. Insbesondere handelt es sich um 
Nukleinsauren. Der Begriff "Amplifikat" beinhaltet sowohl einzelstrangige als auch 
doppelstrangige Nukleinsauren. Ein Amplifikat kann neben den die 
Sequenzinformationen der zugrunde liegenden Nukleinsaure enthaltenden Bereichen 
5 (Amplikon) auBerhalb der voneinander wegweisenden Enden der Primerbindungsstellen 
noch weitere Bereiche enthalten, welche nicht in direkter Relation mit Sequenzen der zu 
amplifizierenden Nukleinsaure stehen. Bevorzugt kommen gerade solche Sequenzen 
einer Lange von mehr als 15 Nukleotiden nicht auf der nachzuweisenden Nukleinsaure 
Oder ihrem Komplement vor und konnen mit dieser nicht durch direkte Basenpaarung 

1 0 hybridisieren. Amplifikate konnen somit entweder mit der nachzuweisenden 
Nukleinsaure selbst oder mit deren Komplement hybridisieren. Amplifikate sind 
beispielsweise auch die Produkte einer asymmetrischen Amplifikation, d. h. einer 
Amplifikation, bei der die beiden Strange in unterschiedlicher Menge gebildet werden 
(z. B. durch Einsatz unterschiedlicher Mengen an Primem) oder einer der beiden 

15 Strange wieder zerstort wird (z. B. durch RNase). 

Unter einem Primer im Sinne der vorliegenden Erfmdung wird ein Molekiil verstanden, 
welches iiber Basenpaarungen an eine Nukleinsaure binden kann und welches, 
bevorzugt enzymatisch, verlangert werden kann. Bevorzugt sind Oligonukleotide, die an 
ihrem 3'-Ende unter Verwendung der nach2:uweisenden Nukleinsaure oder einem 

20 Komplement hiervon als Templatnukleinsaure verlangert werden konnen. Als Primer 
konnen monovalente oder multivalente oder monofiinktionelle oder multifiinktionelle 
Agentien eingesetzt werden, die eine Nukleinsaure-abhangige Elongation zulassen. 
Bevorzugt konnen als Primer Oligomere oder Polymere einer Bindelange von zwischen 
9 und 30 nt verwendet werden, die an die nachzuweisende Nukleinsaure antiparallel 

25 binden und die als einer von mehreren Reaktionspartnem fur eine enzymatische 
Replikation der nachzuweisenden Nukleinsaure oder deren Komplement wirken. 
Besonders bevorzugt werden als Primer Oligomere verwendet, die nach Zugabe eines 
Vermehrungsreagenzes durch Anlagerung zumindest eines Teils des Primers an die 
nachzuweisende Nukleinsaure oder deren Komplement eine gerichtete Replikation einer 

30 oder beider Strange der nachzuweisenden Nukleinsaure oder deren Komplement 
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initiieren. Ein Beispiel fur einen besonders bevorzugten Primer ist ein Oligonukleotid 
mit einem freien 3 '-Hydroxyl-Ende. 

Die als Primer eingesetzten Agentien konnen eine oder mehrere Bindesequenzen fiir 
eine oder mehrere nachzuweisende Nukleinsauren oder deren Komplement enthalten 
5 und konnen Sequenz-Modifikationen, endstandige und/oder interne 

Sequenzerganzungen und/oder sonstige Modifikationen wie z. B. natiirliche oder 
artifizielle Nukleotidanaloga oder Aquivalente davon, nicht fiinktionelle Nu- 
kleotidanaioga oder Aquivalente davon oder Basen-Analoga oder Aquivalente davon 
enthalten oder methyliert, gecappt oder polyadenyliert oder in sonstiger Weise 

10 modifiziert sein. Erforderlich ist, daB sie die geforderten Bindeeigenschaften zur 

nachzuweisenden Nukleinsaure bzw. ihrem Komplement haben und verlangerbar sind. 
Bevorzugte Nukleotid- Aquivalente sind PNA-Monomere bzw. PNA-Oligomere 
(WO92/20702) mit oder ohne positive und/oder negative Ladungen im Ruckgrat 
und/oder im Abstandshalter. Die als Primer eingesetzten Agentien konnen 

1 5 Modifikationen tragen, die entweder direkt oder indirekt iiber ein weiteres Bindungspaar 
zur Detektion und/oder Bindung an einen festen Trager geeignet sind. Bevorzugte 
Primer-Modi fikationen sind die Fluoreszenzfarbstoffe wie z. B. Fluorescein, Rhodamin, 
AMCA Oder Derivate davon, einen der Partner in einem der Bindungspaare 
Biotin:(Strept-)Avidin, Digoxigenin;Anti-Digoxigenin, Digoxigenin:Anti-Digoxigenin 

20 gekoppelt mit Aquorin, Fluorescein: Anti-Fluorescein oder Ruthenium- oder Rhenium- 
Chelat Oder Aquorin. Eine besonders bevorzugte Primer-Modifikation ist Biotin als 
Fang- oder Detektions-Modifikation. Die Primer konnen weitere Sequenzbereiche Y 
enthalten, insbesondere an ihrem 5*-Ende (Fig. 2). Hier sind sowohl 5'-3'-Ver- 
knupfiingen als auch S'-S'-Verkniipfungen und/oder 5'-2'-Verknupfungen mogUch. 

25 AuBerdem konnen sie zusatzliche Strukturkomponenten, wie z. B. Abstandshalter, 
immobilisierbare Gruppen oder Loslichkeits-vermittelnde Molekulteile oder im 
Hinblick auf Primingaktivitat aktivierbare Bereiche haben, wie z. B. AP-Stellen. 

Unter einer Sonde wird ein Molekiil verstanden, welches aufgrund von Basen-Basen- 
Wechselwirkungen mit Nukleinsauren hybridisieren kann. Bevorzugte Sonden sind 
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daher Oligonukleotide sowie basenhaltige Nukleinsauremimetica, wie 
Peptidnukleinsauren (PNA). Die Lange einer Sonde betragt, bezogen auf die 
Bindesequenz D, bevorzugt zwischen 9 und 30 Basen. 

PNA-OIigomer-Sonden mit oder ohne positive oder negative Ladungen im Riickgrat 
5 und/ Oder Abstandshalter haben die zusatzlichen Vorteile, daB sie stabil sind gegeniiber 
dem Abbau von Nukleasen oder Proteasen wegen der verschiedenen Struktur des Riick- 
grats und der H- bzw. NHj-Enden, einen hoheren Schmelzpunkt in Bindungskomplexen 
zwischen Nukleinsauren und PNA als zwischen zwei Nukleinsaure-Molekiilen 
aufwiesen und der Hybridkomplex dadurch stabiler ist, bei niedrigen Salz- 

10 konzentrationen anwendbar sind, eine hohere Differenz der Schmelzpunkte bei 
Fehlpaarungen aufwiesen und somit eine bessere Fehlpaarungs-Diskriminierung 
mdglich ist, Sequenzen mit Sekundarstrukturen bei niedrigen Salzkonzentrationen 
zuganglicher sind, die Kompetition zwischen Amplikon-Gegenstrang und Sonde 
geringer ist bei niedrigen Salzkonzentrationen und d.-xdurch eine hohere Signalausbeute 

1 5 erreicht wird und das Potential zur Eliminierung des Amplikon-Denaturierungsschritts 
bei niedrigen Salzkonzentrationen besteht. 

Als Sonden konnen monovalente oder multivaiente Agentien eingesetzt werden. die 
eine Bindung vermehrungsabhangiger Elongationsprodukte und/oder vermehner 
Nukleinsauresequenzen zulassen. Bevorzugt konnen als Sonden Oligomere oder 

20 Polymere verwendet werden, die an die nachzuweisende Nukleinsaure antiparallel 
binden. Besonders bevorzugt werden als Sonden Oligomere verwendet, die durch 
Anlagerung zumindest eines Teils der Sonde an die nachzuweisende Nukleinsaure oder 
deren Komplement eine im Rahmen der Folgereaktionen stabile Bindung an einen oder 
beide Strange der nachzuweisenden Nukleinsaure oder deren Komplement herbeifiihren. 

25 Die Oligomere konnen sowohl 5 '-3 '-Verkniipfungen als auch 5 '-5 '-Verkniipfungen 
und/oder 5 '-2 '-Verkniipftmgen sowie zusatzliche Strukturkomponenten, wie z. B. 
Abstandshalter oder Loslichkeits-vermittelnde Molekiilteile. enthalten. 
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Unter einer Bindesequenz wird bevorzugt die Sequenz von Basen verstanden, die 
zwischen den auBersten, mit einer bestinunten Nukleinsaure. einem Primer oder einer 
Sonde iiber Basen-Basen-Wechselwirkung bindenden Basen einer bestinunten Nuklein- 
saure, einem Primer oder einer Sonde liegt, einschliefllich dieser auflersten Basen. 

5 Die als Sonde eingesetzten Agentien konnen eine oder mehrere Bindesequenzen D fur 
eine oder mehrere nachzuweisende Nukleinsauren oder deren Komplement, 
insbesondere jedoch fiir einen Strang des Amplifikats enthalten und konnen Sequenz- 
Modifikationen, endstandige und/oder interne Sequenzerganzungen und/oder sonstige 
Modifikationen wie z. B. natiirliche oder artifizielle Nukleoiidanaloga oder Aquivalente 

1 0 davon, nicht fiinktionelle Nukleotidanaloga oder Aquivalente davon oder Basen- 

Analoga oder Aquivalente davon enthalten oder methyliert, gecappt oder polyadenyliert 
Oder in sonstiger Weise modifiziert sein, solange die Bindung an einen Strang des 
Amplifikats moglich ist. Bevorzugte Nukleotid- Aquivalente sind PNA-Monomere bzw. 
PNA-Oligomere mit oder ohne positive und/oder negative Ladungen im Ruckgrat 

15 und/oder Abstandshalter. Die als Sonden eingesetzten Agentien konnen Modifikationen 
tragen, die entweder direkt oder indirekt uber ein weiteres Bindungspaar zur Detektion 
und/oder Bindung an einen festen Trager geeignet sind. Bevorzugte Sonden- 
Modifikationen (nachweisbare Gruppen L, immobilisierbare Gruppen I) sind die Fluo- 
reszenzfarbstoffe wie z. B. Fluoi-escein, Rhodamin, AMCA oder Derivate davon, 

20 Bindungspaare Biotin:(Strept-)Avidin, Digoxigenin:Anti-Digoxigenin, 

Digoxigenin:Anti-Digoxigenin gekoppelt mit Aquorin, Fluorescein:Anti-Fluorescein 
Oder Ruthenium-Chelat oder Aquorin. Besonders bevorzugte Sonden-Modifikation sind 
Biotin als Fang- oder Detektions-Modifikation, Digoxigenin. Ruthenium- oder 
Rhenium-Chelat oder Aquorin als Detektions-Modifikationen. 

25 In der vorliegenden Erfmdung wird das Teilstiick der Nukleinsaure, von welchem eine 
Vielzahl von Amplifikaten hergestellt werden soil, so ausgewahlt, dafl es drei Bereiche 
A, B und C enthalt. Die Bereiche A und C sind Bereiche, die so gewahlt werden, dafi 
einer der Primer die Sequenz A als Bindesequenz benutzen kann und das Komplement 
des Bereiches C als Bindesequenz fur den anderen Primer dienen kann. Unter einem 
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Komplement wird im Sinne der vorliegenden Erfindung eine zu einer bestimmten 
anderen Nukleinsaure, z. B. einem Sequenzbereich z. B. eines Amplifikats oder der 
nachzuweisenden Nukleinsaure im wesentlichen komplementare Nukleinsaure oder 
Nukleinsauresequenz verstanden. 

5 Im wesentlichen komplementar bedeutet, daB die Basenpaamngen so gewahlt sind, daB 
(fur den Fall, dafi eine Hybridisierung mit einer anderen Nukleinsaure, z. B. einer Sonde 
oder einem Primer) eine Hybridisierung unter den Testbedingungen noch erfolgen kann 
bzw. (ftir den Fall eines Verlangerungsprodukts eines Primers im Verhaltnis zu dem 
eingesetzten Templat) die Nukleinsaure aufgrund einer Primerverlangerungsreaktion 
1 0 unter Verwendung der entsprechenden Nukleinsaure gebildet werden konnte. Im 
wesentlichen komplementar bedeutet daher oft, daB unter stringenten Bedingungen 
mehr als 90 % der Basen der betrachteten Nukleinsaure bzw. Sequenz mit der bestimm- 
ten Nukleinsaure bzw. Sequenz Basenpaamngen ausbilden. 

Die Bereiche A und C sind erfmdungsgemaB bevorzugt so lang, daB Bedingungen 
1 5 gefiinden werden konnen, bei denen Primer einer entsprechenden Lange mit den Basen 
in diesen Bereichen hybridisieren konnen. Daher sind die Bereiche bevorzugt langer als 
8, besonders bevorzugt langer als 12 Nukleotide. Auch beziiglich der Obergrenze der 
Lange der Bereiche A und C ergeben sich im Sinne der Erfindung bevorzugte Bereiche. 
Die Bereiche A und C sind jeweils bevorzugt kleiner als 30, besonders bevorzugt 
20 kleiner als 20 Nukleotide. Die Lange der Bereiche wird in einem besonderen Aspekt der 
Erfindung dadurch nach oben begrenzt, daB die Primer in fiir die nachzuweisende 
Nukleinsaure unspezifischer Weise daran hybridisieren konnen sollen. Daher ist die 
besonders bevorzugte Lange der Bindesequenzen A und C 12 bis 20 Nukleotide. Die 
Bereiche A und C auf der nachzuweisenden Nukleinsaure iiberlappen nicht miteinander. 

25 Im Sinne der Erfindung enthalten das Teilstiick der nachzuweisenden Nukleinsaure 
(welches dem Amplikon entspricht) und somit die hieraus gebildeten Amplifikate eine 
zwischen den Bereichen A und C gelegene Sequenz B (Fig. 1 bis 3). Diese Sequenz hat 
eine Lange von ein oder mehr Nukleotiden, bevorzugt mehr als 4, besonders bevorzugt 
mehr als 8 Nukleotide. Nach oben hin ist die Lange der Sequenz B durch die geforderte 
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Nichtanwesenheit von Nukleotiden, die nicht der Bindesequenz der Sonde zugehdren, 
und in einem besonderen Aspekt der Erfindung durch die gewiinschte Unspezifitat der 
Sonde begrenzt. Besonders bevorzugt ist die Sequenz B daher kleiner als 30, besonders 
bevorzugt kleiner als 15 Nukleotide. Die Sequenz B hat bevorzugt eine Lange von 
5 zwischen 4 und 15 Nukleotiden. Diese Sequenz oder das Komplement davon dienen im 
Sinne der Erfindung mil zur Bindung der Sonde. Die Lange der Sonde wird so gewahlt, 
dafl eine Hybridisierung mit dem Amplifikat moglich ist. Die Sequenz der Sonde wird 
so gewahlt, dafl sie eine Bindesequenz D enthalt, welche durch die mit dem Amplikon 
Basen-Basen-Wechselwirkung ausbildenden Nukleotide der Sonde, insbesondere den 

10 zwischen den auflersten mit korrespondierenden Basen des Amplikons Basenwechsel- 
wirkung ausbildenden Nukleotide der Sonde definiert ist. Bevorzugt ist die Sonde im 
wesentlichen komplementar zu den Nukleotiden der Bindesequenz E des Amplifikats. 
Die Bindesequenz D bzw. deren Komplement D* kann zu dem Amplifikat zu 100 % 
komplementar sein, aber auch Mismatche (Fehlpaarungen) zwischen den auBeren Enden 

1 5 der Bindesequenz aufweisen. Die Sonde kann neben der Bindesequenz weitere Gruppen 
oder Reste oder auch Nukleinsaure-bindende Bereiche enthalten (Fig. 3, V, VI). 

Abhangig von der Lange des Bereiches B und der Liinge der Bindesequenz D bzw. D' 
lassen sich unterschiedliche Fallgestaltungen treffen. In einem ersten Fall ist die Binde- 
sequenz D Oder D' langer als der Bereich B bzw. B' des Amplikons, In diesem Fall 

20 reicht die Bindesequenz D bzw. D' in einen oder beide Bereiche A bzw. A' und C bzw. 
C des Amplikons hinein. Diese Falle sind in Fig. 3, II bis IV gezeigt. In diesen Fallen 
enthalt das Amplifikat zwischen den voneinander wegweisenden Enden der Bereiche A 
und C keine Nukleotide, die nicht der Bindesequenz E oder den Bindesequenzen der 
Primer zugehdren. Die Bindesequenz D der Sonde iiberlappt in Fig. 3, II und HI mit 

25 einer der beiden Bindesequenzen der Primer. 

In einem weiteren Fall entspricht die Lange des Bereiches B der Lange des Bereiches D, 
so daJJ die Bindesequenz der Sonde nicht mit den Bindesequenzen der Primer iiberlappt 
(Fig. 3, 1). 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren beinhaltet in einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn die 
Bildung von dreiteiligen Mini- Amp likons (Tripartite-Mini-Amplikon), die neben den 
Primer und Sonde bindenden Sequenzen keine zusatzlichen Sequenzen aufweisen und 
somit die Nachteile bei Bildung von langeren Nukleinsaure-Vermehrungsprodukten 
5 vermeiden, wobei andererseits die Spezifitat des gesamten Ampiifikationsfomiats durch 
Bindung der Primer, durch Bindung der Sonde und durch Ablauf der targetabhangigen 
enzymatischen Elongationsreaktion mit alien 4 Nukleotid- bzw. Basenspezifitaten oder 
naturlicher oder artifizieller Analoga, Isomere oder Aquivalente davon aber 
sichergestellt wird. Das erfindungsgemaBe Vermehrungsverfahren wird daher auch als 
1 0 Mini-Chain-Reaction (MCR) bezeichnet. 

Die Vermehrung der nachzuweisenden Nukieinsauresequenzen oder deren Kompiement 
erfolgt, wenn im folgenden nichts anderes ausgesagt ist, unter Befolgung der dem 
Fachmann bekannten Reaktionsschritte und Reaktionsbedingungen. Ein Unterschied zu 
den herkommlichen Verfahren ist der Einsatz der speziell ausgewahlten Primer und 
15 Sondensequenzen, welche die Bildung und Vermehrung des Mini-Tripartite- Amplikons 
erlauben. Wesentlich im Sinne der Erfmdung ist die Zugabe eines oder mehrerer Primer, 
die an die Primer-Bindesequenzen der nachzuweisenden Nukleinsaure, des Tripartite- 
Mini-Ampiikons beziehungsweise deren Komplemente binden. 

Ailgemein iiblich ist die Zugabe zur Vermehrung befahigender Vermehrungsreagentien. 

20 Bevorzugt konnen als Vermehrungsreagentien enzymatisch aktive Komponenten 
(z. B. Enzyme) in Kombination mit Elongationssubstraten und geeignete 
Hilfsreagentien (wie Puffer) verwendet werden. Bevorzugte Elongationssubstrate sind 
Nukleinsaurebausteine oder natiirhche oder artifizielle Analoga oder Isomere oder 
Aquivalente davon. Als Elongationssubstrate werden Agentien eingesetzt, die zum 

25 Aufbau eines Gegenstrangs der nachzuweisenden Nukleinsaure in gegenlaufiger Form 
geeignet sind. Bevorzugt werden als Elongationssubstrate Kukleotide eingesetzt. 
Bevorzugte Nukleotide sind dATP, dGTP, dCTP, dTTP und/'oder dUTP, dITP, iso- 
dGTP, iso-dCTP, deaza-dGTP und ATP, GTP, CTP, UTP und/oder ITP, deazaGTP, iso- 
GTP, iso-CTP. Aquivalente sind PNA-Monomere bzw. PNA-Oligomere mit oder ohne 
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positive und/oder negative Ladung im Ruckgrat und/ oder im Abstandshalter. Die 
Elongationssubstrate konnen, wie oben ausgefuhrt, Modifikationen tragen. 

Besonders bevorzugt werden im Fall der PCR als Nukleinsaure-Vermehrungsreagentien 
Mischungen aus meta- oder thermostabilen enzymatischen DNA-Polymerasen und 
5 Mischungen von Desoxyribo- und/oder Ribonukleotiden und geeignete Hilfsreagenzien 
venvendet, z. B. Taq-DNA Polymerase in Kombination mit dATP, dGTP, dCTP, dTTP 
und/oder dUTP und Hilfsreagentien wie z. B. Salze und ggf. Detergentien. Besonders 
bevorzugt werden im Fall der RT-PCR als Vermehrungsreagentien Mischungen aus 
thermostabilen enzymatischen Reverse Transkriptase- und DNA-Polymerase- 
10 Aktivitaten und Mischungen von Desoxyribo- und Ribonukleotiden und geeignete 
Hilfsreagentien verwendet, z. B. Mischungen aus AMV oder Mo-MLV-Reverse 
Transkriptase oder Tth-DNA Polymerase in Kombination mit dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP und/oder dUTP und ATP, OTP, CTP, UTP und Hilfsreagentien wie z. B. Salze 
und ggf Detergentien. 

15 Bei den thermozyklischen Vermehrungsreaktionen (z. B. PCR, RT-PCR) werden 2- 
oder 3-phasige Zyklen durchgefiihrt, bevorzugt 2-phasige Zyklen. Bei den 2-phasigen 
Zyklen wird die Strangtrennung der Nukieinsaure-Vennehrungsprodukte bei hoher 
Temperatur, bevorzugt 85 °C - 95 °C, durchgefiihrt, das gemeinsame Primer-Annealing 
und Primer-Elongation bei Temperaturen nahe dem Schmelzpunkt zwischen Primer und 

20 Elongationsgegenstrang, bevorzugt zwischen 55 °C und 75 °C. Die Strangtrennung 
erfolgt durch Energiezufuhr und/oder enzymatisch, bevorzugt durch erhohte 
Temperatur, Mikrowellen oder das Anlegen einer Spannung iiber eine Mikroelektrode, 
besonders bevorzugt durch erhohte Temperatur. Es werden bis zu 60 Thermozyklen 
durchgefiihrt, bevorzugt 32 - 42. Bei den isothermen Vermehrungsreaktionen wird eine 

25 kontinuierliche Inkubation bei einer mittleren Temperatur zwischen 30 °C und 70 *^C 

durchgefurt, bevorzugt bei 37 °C - 45 °C mit Enzymmischungen bzw. 60 °C - 65 °C mit 
mesothermen Enzymmischungen. Es wird bis zu 2 Stunden inkubiert, bevorzugt 30 - 60 
Minuten. Die Vermehrungsreaktion kann in Reaktionsgefaflen, Kapillaren oder 
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miniaturisierten Reaktionskammem erfolgen, die auch Teil eines integrierten Reakti- 
onschips sein konnen. 

Bei Verwendung von dUTP anstelle von oder in Erganzung zu dTTP wird durch die 
DNA-Polymerase-Aktivitat dUMP anstelle von dTMP in die vennehrte Nukleinsaure- 
5 sequenz oder deren Komplement eingebaut. Dies erlaubt durch Inkubation mit der 

Enzymaktivitat Uracil-Deglycosylase, bevorzugt mit einer thermolabilen Ausfuhrungs- 
form der Enzymaktivitat, bei der die Renaturierung nach thermischer Denaturierung der 
Enzymaktivitat langsamer erfolgt, die Fragmentierung des Vermehrungsprodukts und 
somit seiner Eigenschaft als Nukleinsaure-Vermehrungseinheit. Die Inkubation des 
10 UMP-haltigen Vermehrungsprodukts kaim im AnschluB an die Nukleinsaure-Vermeh- 
rungs- und Nachweisreaktion (Sterilisierung) und/oder vor einer emeuten Nukleinsaure- 
Vermehrungsreaktion (Carry over-Pravention) erfolgen. 

Altemativ konnen auch Psoralen und/oder Isopsoralen und Derivate davon und Bestrah- 
lung mit UV-Licht zur funktionellen Inaktivierung des Nukleinsaure-Vermehrungs- 
1 5 produkts verwendet werden. 

Im Fall von NASBA und TMA konnen als Nukleinsaure-Vermehrungsreagentien bevor- 
zugt Mischungen aus metastabilen enzymatischen Reverse Transkriptase-, DNA- 
Polymerase, RNase H und RNA-Polymerase und Mischungen von Desoxyribo- und 
Ribonukleotiden und geeignete Hilfsreagentien verwendet werden, z. B. eine Mischung 

20 aus AMV oder Mo-MLV-Reverse Transkriptase, ggf. E. coli DNA-Polymerase, ggf. E. 
coli RNase H und T7-, T3- oder SP6-codierte RNA-Polymerase oder Mo-MLV Reverse 
Transkriptase und T7-, T3- oder SP6-RNA-Polymerase oder entsprechende mesostabile 
Enzyme, z. B. aus Bacillus stearothermophilus in Kombination mit dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP und/oder dUTP und ATP, GTP, CTP, UTP, und Hilfsreagentien wie z. B. Salze 

25 und ggf Detergentien. Der Reaktionsverlauf der Vermehrungsreaktion bei NASBA, 
TMA ist isotherm. 



Der Nachvveis der Bildung der Amplifikate erfolgt mit der Sonde, die an die Binde- 
sequenz B des Amplikons zu einem Hybrid bindet. Die Sonde kann als Fang- oder 
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Detektionssonde fiingieren. Die Enden der Bindesequenz der Sonde liegen zwischen 
den auBeren Enden der Primer-Bindesequenzen. Die Sonde ist somit hybridisierbar mit 
einem Strang des Amplifikats. 

Die Bindung der Sonde kann unter Benutzung bekannter Bedingungen geschehen. Denn 
5 bei dem erfindungsgemaflen Verfahren handelt es sich um eine spezielle Ausfiihrungs- 
form der sogenannten Hybridisierungstests, die in ihren Grundziigen dem Fachmann auf 
dem Gebiet der Nukleinsaurediagnostik bekannt sind. Soweit experimentelle Details im 
folgenden nicht ausgefiihrt sind, wird dazu voUinhaltlich auf "Nucleic acid 
hybridisation", Herausgeber B.D. Hames und S.J. Higgins, IRL Press, 1986, z. B. in den 

1 0 Kapiteln 1 (Hybridisation Strategy), 3 (Quantitative Analysis of Solution Hybridisation) 
und 4 (Quantitative Filter Hybridisation), Current Protocols in Molecular Biology, Ed. 
F.M. Ausubel et al., J. Wiley and Son, 1987, und Molecular Cloning, Ed. J. Sambrook 
et aL, CSH, 1989, Bezug genommen. Zu den bekannten Methoden gehort auch die 
chemische Synthese von modifizierten und unmodifizierten Oligonukleotiden und die 

1 5 Auswahl von Hybridisierungsbedingungen, durch welche eine Spezifitat erreicht 
werden kann, die vom Ausmafl der Homologie zwischen den zu hybridisierenden 
Nukleinsauren, deren GC-Gehalt und deren Lange abhangt. 

Hierzu wird, wenn die Fangsonde (in geschiitzter Form) nicht schon vorher zugegeben 
wurde, die Sonde zu der Reaktionsmischung nach der Vermehrungsreaktion, bevorzugt 
20 in Form einer Losung, zugegeben. Dabei werden Reagenzbedingungen eingestellt, die 
eine Hybridisierung der Sonde mit einem Amplifikat erlauben. 

Die Bindung zwischen der vermehrten Nukleinsauresequenz des Amplikons und/oder 
dessen Komplement und der Sonde erfolgt bevorzugt bei einer konstanten Temperatur 
zwischen 20 °C und 75 ''C, bevorzugt um 0 °C - 30 °C, besonders bevorzugt um 0 °C - 
25 15 °C unterhalb der Schmelztemperatur des Bindekomplexes. Die Inkubationszeit 
betragt bis zu 4 Stunden, bevorzugt 15-120 Minuten, besonders bevorzugt 30-60 
Minuten. Die Bindung mit dem Amplifikat und/oder dessen Komplement erfolgt mit 
Oder ohne vorausgehenden Denaturierungsschritt. Die Reaktionsftihrung ohne 
vorausgehenden Denaturierungsschritt erfolgt bevorzugt mit PNA-Oligomeren mit oder 
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ohne negative und/oder positive Ladungen im Riickgrat und/oder im Abstandshalter bei 
niedrigen Salzkonzentrationen. 

Bei Verwendung mehrerer Sonden oder multifunktionaler Sonden oder Sonden, die 
mehrere Bindesequenzen fiir Amplifikate verschiedener nachzuweisenden 
5 Nukleinsauren oder deren Komplemente aufweisen, konnen mehrere unterschiedliche 
Amplifikate oder deren Komplemente gebunden werden. Dabei eriaubt die Bildung von 
Tripartite-Mini-Amplikons bevorzugt ahnlicher Lange, besonders bevorzugt solcher 
Tripanite-Mini-Amplikons gleicher Lange, bei der Nukleinsaurevermehrung die 
Einstellung vereinheitlichter Inkubationsbedingungen fiir die Bildung der 
10 unterschiedlichen Bindekomplexe. Dies eriaubt den parallelen und/oder sequentiellen 
Nachweis mehrerer Nukleinsauresequenzen im Rahmen von Multiplex-Verfahren. 

Der Nachweis des gebildeten Bindekomplexes zwischen Amplifikat und Sonde kann in 
fur den Fachmann bekaimten Verfahren, insbesondere in verschiedenen Ausfuhrungs- 
formen erfolgen, namlich direkten Nachweisverfahren, wie z. B. mit spektroskopischen 
1 5 oder physikalischen Methoden, durch Sequenzierung oder durch heterogene oder 
homogene Nachweisformate. 

Direkte spektroskopische oder physikalische Verfahren sind z. B. Schmelztemperatur- 
bestimmungen, Anlagerung von interkalierenden oder Nukleinsaure-bindenden 
Farbstoffen oder Metallatomen oder -partikeln, Massenspektroskopie, Oberflachen- 
20 Plasmonenresonanz oder Fluoreszenz-gekoppelte Oberfliichen-Plasmonenresonanz, oder 
E-wave-Messungen. 

Die Sequenzierung des gebundenen Tripartite-Mini-Amplikons kann iiber Bindung des 
Primers und anschliefiende enzymatische Sequenzierung nach Sanger erfolgen. Zur 
Detektion der Sequenzierungsprodukte ist bevorzugt entweder der Primer markiert oder 
25 die Kettenabbruchreagentien. Die Sequenzierungsprodukte konnen auch uber Massen- 
spektroskopie nachgewiesen werden. Bei Zugabe lediglich limitierter Nukleotidarten 
entsprechend den flankierenden Nukleotiden am Primerende ist eine Minisequenzierung 
moglich, was besonders fiir die Analyse von Polymorphismen von Vorteil ist. 
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Bei den heterogenen Nachweisverfahren kann die Sonde abhangig von der angebrachten 
Modifikation entweder als Fangsonde oder als Detektorsonde verwendet werden. Bei 
Venvendung mehrerer Sonden sind Multiplexformate realisierbar. 

Bei Venvendung der Sonde als Fangsonde kann die Sonde entweder an dem festen 
5 Tragerkovalent oder uber ein Bindungspaar vorgebunden sein und die Bildung des 

Bindekomplexes zwischen Amplifikat und der Sonde erfolgt auf dem festen Trager. Bei 
dieser Ausfiihrungsform konnen neben festen Tragem, die eine Sondenart enthalten, 
auch feste Trager realisien werden, die mehrere bzw. eine Vielzahl von Sondenarten 
enthalten, wie z. B. Sonden-Teststreifen, Sonden-Paneis oder Sonden- Arrays auf festen 

1 0 Tragem oder miniaturisierten Chips, die wiederum auch Teil von integrierten 

Reaktionschips sein konnen. Diese tragergebundenen Nachweissysteme sind besonders 
geeignet flir Multiplexformate. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird der 
Komplex zwischen Amplifikat und Fangsonde in Losung erst vorgebildet und 
anschlieOend auf den festen Trager aufgebracht. Hierzu enthalt das Amplikon bevorzugt 

1 5 eine immobilisierbare Gruppe I, die an eine an einer Festphase befmdlichen Gruppe R 
binden kann. 

Die Art der Festphase richtet sich nach der zur Immobilisierung befahigenden Gruppe I. 
Bevorzugt weist sie eine immobilisierende Gruppe R auf, die eine bindende Wechsel- 
wirkung mit I eingehen kann. 1st die immobilisierbare Gruppe beispielsweise ein 

20 Hapten, dann kann eine Festphase verwendet werden, die an ihrer Oberflache 

Antikorper gegen dieses Hapten aufweist. 1st die immobilisierbare Gruppe ein Vitamin, 
wie z. B. Biotin, dann kann die Festphase bindende Proteine wie Avidin oder 
Streptavidin immobilisiert enthalten. Besonders bevorzugte Reste I und R sind Biotin 
und Streptavidin. Die Immobilisierung uber eine Gruppe an der modifizierten 

25 Nukleinsaure ist besonders vorteilhaft, da sie unter milderen Bedingungen stattfinden 
kann als beispielsweise Hybridisierungsreaktionen. Bevorzugt wird zur Immobilisierung 
der gebildeten Nukleinsauren die Reaktionsmischung vor, wahrend oder nach Bildung 
der Nukleinsaurehybride in ein GefaB gefiillt, welches an seiner Oberflache mit der 
immobilisierbaren Gruppe reagieren kann. Es ist moglich, eine Festphase in Form eines 
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porosen Materials, wie einer Membran, eines Gewebes oder eines Vlieses, zu 
venvenden, auf welche die Reaktionsmischung aufgegeben wird. Ebenso ist die 
Venvendung von Perlen, sogenannten beads - z. B. Magnetpartikeln oder Latex- 
Partikeln - moglich. Das GefaB ist bevorzugt eine Kiivette, ein Rohrchen oder eine 
5 Mikrotiterplatte. Die feste Phase sollte mindestens so viele Bindungsstellen fiir die 
immobilisierbare Gruppe der Sonde haben wie Nukieinsaurehybride und damit 
nachzuweisende Nukleinsauren vorhanden sind. Die Herstellung einer bevorzugten 
festen Phase ist in der EP-A- 0 344 578 beschrieben, auf welche vollinhaltlich Bezug 
genommen wird. 

1 0 Fiir die heterogenen Nachweisreaktionen wird nach der Inkubationszeit, wahrend der die 
Immobilisierungsreaktion stattfmdet, die fliissige Phase aus dem GefaB, dem porosen 
Material oder den pelletierten beads entfemt. Die Festphase kann anschlieBend mit 
einem geeigneten Puffer gewaschen werden, da die Bindung der Hybride an der 
Festphase sehr effizient ist. Die Detektion der gebundenen Bindekomplexe kann uber 

1 5 die wahrend der Nukleinsauresequenz-Vermehrungsreaktion eingebaute 

Detektionsmodifikation im Primer und/oder der Sonde und/oder einem Nukleotid mit 
Hilfe von bekannten direkten oder indirekten Nachweisarten fur diese Modifikationen 
nach dem Stand der Technik erfolgen. 

Bei direkt nachweisbaren Gruppen, beispielsweise Fluoreszenzlabeln, kann die Menge 
20 an Markierung fluorometrisch bestimmt werden. Ist die nachweisbare Gruppe indirekt 
nachweisbar z. B. ein Hapten, so wird die modifizierte Nukleinsaure bevorzugt mit 
einem markierten Antikorper gegen das Hapten umgesetzt, wie analog in der EP-A-0 
324 474 beschrieben. Die Markierung am Antikorper kann beispielsweise eine Farb- 
oder Fluoreszenzmarkierung oder bevorzugt eine Enzymmarkierung, wie 
25 B-Galactosidase, alkalische Phosphatase oder Peroxidase, sein. Im Falle der 

Enzymmarkierung wird die Menge an Nukleinsaure iiber die meist photometrische 
chemoluminometrische oder fluorometrische Verfolgung einer Reaktion des Enzyms 
mit einem chromogenen, chemoluminogenen oder fluorogenen Substrat gemessen. Das 
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Mefisignal ist ein MaD ftir die Menge urspriinglich vorhandener nachzuweisender 
Nukleinsaure und somit ggf. an nachzuweisenden Organismen. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden die vermehrten Tripartite-Mini- 
Amplikons durch Nukleinsaure-Fangsonden oder PNA-Fangsonden gebunden, die 
5 kovalent auf Mikrotiterplatten oder Magnetpartikeln immobilisiert sind. Die Detektion 
erfolgt in dieser bevorzugten Ausfiihrungsform nach Bildung des Bindekomplexes und 
Waschen iiber eine Biotin-Modifikation eines oder beider Primer im Amplifikat durch 
Anlagerung von Avidin-Meereitich-Peroxydase und einer Mischung aus TMB/TMF- 
Farbsubstraten. 

1 0 In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt der Einbau einer Digoxigenin- 
Detektionsmarkierung uber eines der Nukleotide der Nukleinsaure- Vermehrungsreak- 
tion. Der Bindekomplex zwischen Amplifikat und einer Biotin-markierten 
Nukleinsaiu'e-Fangsonde oder PNA-Fangsonde wird auf die Oberflache eines 
Streptavidin-beschichteten Reaktionsgefafles gebunden. Nach Waschen erfolgt Anlage- 

1 5 rung von Anti-Digoxigenin-Meerettich-Peroxidase-Antikorperkonjugaten und Farb- 
nachweis mit dem Farbsubstrat ABTS. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt der Nachweis einer oder mehre- 
rer Amplifikate nach Bindung durch eine oder mehrere verschiedene kovalent (z. B. 
Anthrachinon: UV-Licht-Kopplung oder Gold-Oberflache: SH-Kopplung) oder koordi- 
20 nativ (z. B. Biotin: Streptavidin) gebundene Fangsonden, durch Waschen und durch 
Detektion eines Fluoreszenz- oder Chemilumineszenz-Signals, das entweder direkt 
durch Primarlicht oder iiber Oberflachenplasmonresonanz oder E-wave angeregt wurde, 
mit Hilfe von CCD-Kameras oder konfokalen Fluoreszenz-Scannem. 

Bei Verwendung der Sonde als Detektionssonde kann die Sonde entweder gleichzeitig, 
25 vor Oder nach Bindung des Amplifikats an die feste Phase binden. In diesem Fall erfolgt 
die Bindung des Amplifikats an die feste Phase liber Modifikationen, die iiber einen 
Oder beide Primer oder iiber die eingebauten Nukleotide eingebaut wurden. 
Anschliefiend wird gewaschen und detektiert. 
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In einer weiteren Ausfuhrungsform wird der Komplex zvvischen Amplifikat und 
Detektionssonde in Losung erst vorgebildet und anschlieBend auf den fasten Trager 
aufgebracht und gewaschen. Die Detektion der Festphase-gebundenen Bindekomplexe 
zwischen Amplifikat und Detektionssonde erfolgt iiber die Detektionsmodifikation der 
5 Sonde mit Hilfe von bekannten direkten oder indirekten Nachweisanen ftir diese 
Modifikationen nach dem Stand der Technik. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden an die Amplifikate, die iiber einen oder 
beide Primer Biotin-Modifikationen enthalten, Ruthenium-Chelat-haltige Detektions- 
sonden gebunden. Die Detektionssonden sind entweder Ruthenium-markierte Oligo- 
1 0 nukleotide oder Ruthenium-markierte PNA-Oligomere. Nach Bildung des 

Bindekomplexes zwischen Ruthenium-markierter Detektionssonde und Biotin- 
markiertem Amplifikat erfolgt Bindung des Komplexes an Streptavidin-beschichtete 
Magnetpartikel, Transfer in eine Meflzelle, Anlagerung an eine Elektrode innerhalb der 
MeBzelle und Erzeugung und Messung eines Elektochemilumineszenz-Signals. 

1 5 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Detektions-Sonde mit 

Digoxigenin markiert. Nach Bildung des Bindekomplexes zwischen Digoxigenin- 
markierter Detektionssonde und Biotin-markiertem Amplifikat erfolgt die Bindung des 
Komplexes durch eine Fangsonde, die kovalent auf einer Mikrotiterplatte oder auf 
Magnetpartikeln immobilisiert ist. Die Detektion erfolgt in dieser bevorzugten 

20 Ausfuhrungsform nach Bildung des Bindekomplexes und Waschen liber eine Biotin- 
Modifikation eines oder beider Primer im Tripartite-Mini-Amplikon durch Anlagerung 
von Avidin-Meerrettich-Peroxidase und einer Mischung aus TMB/TMF-Farbsubstraten. 

Bei der Venvendung von homogenen Reaktionsformaten werden Detektionssonden 
verwendet, die entweder gequenchte Fluoreszenzmarkierungen, interne 
25 Basensubstitutionen mit Doppelstrang-Komplex-aktivierbaren Fluoreszenzfarbstoffen 
oder endstandige Energie-Donatoren oder -Akzeptoren (in Kombination mit 
entsprechenden Energie-Donatoren oder -Akzeptoren an benachbarten Primerenden: 
Energy-Transfer-Komplexe) tragen. In diesen Fallen wird die Detektionssonde schon 
wahrend der Nukleinsaure-Vermehrung zugegeben. Im Fall der gequenchten 
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Fluoreszenzmarkierungen erfolgt eine Fluoreszenzaktivierung durch Dequenching nach 
Bindung der Detekiions-Sonde an das entstehende Tripartite-Mini-Amplikon und 
exonukleolytischer Abbau und Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoff-modifizierten 
Nukleotids. Im Fall der intemen Basensubstitutionen erfolgt die Erzeugung des 
5 Fluoreszenzsignals durch Ausbildung des Bindekomplexes zwischen Detektionssonde 
und dem sich bildenden Tripartite-Mini-Amplikon. Im Fall der Energie-Transfer- 
Komplexe erfolgt die Bildung eines Fluoreszenzsignals durch benachbarte Anlagerung 
des markierten Primers und der markierten Sonde. Die Messung der resultierenden 
Fluoreszenzsignale erfolgt jeweils bevorzugt durch Real time-Messungen. 

1 0 In einer besonderen Ausfiihrungsform werden bei den gequenchten Detektorsonden 
Fluorescein und Rhodamin oder Derivate davon als Fluoreszenz- und Quencher- 
Komponenten venvendet. In einer weiteren Ausfiihrungsform werden bei den 
gequenchten Detektorsonden Ruthenium- oder Rhenium-Chelate und Quinone oder 
Derivate davon als Elektrochemilumineszenz- und Quencher-Komponenten venvendet. 

1 5 In einer weiteren besonderen Ausfiihrungsform werden als interne Basensubstituenten 
der Detektorsonde Anthrachinon oder Derivate davon venvendet. In einer weiteren 
Ausfiihrungsform werden Cy-5 und Fluorescein oder Derivate davon als Energie- 
Transfer-Komponenten venvendet. In einer speziellen Ausflihrungsfonn werden 
Cyanin-Farbstoffe wie z. B. SYBR Green oder Acridin-Farbstoffe venvendet. 

20 Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind solche Ausfiihrungsformen, bei denen 
mindestens eine der Bindesequenzen der Primer und der Sonde nicht fur die 
nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch ist. Spezifisch im Sinne der Erfindung ist eine 
Sequenz dann, wenn sie aufgrund einer fortlaufenden Sequenz von Nukleobasen 
prinzipiell in der Lage ware, unter stringenten Bedingungen nur mit einer Sequenz auf 

25 der nachzuweisenden Nukleinsaure, nicht jedoch mit Nukleinsauren anderer, nicht 
nachzuweisender Organismen oder Spezies oder Gruppen von Organismen zu binden. 
Bevorzugt ist eine Sequenz dann nicht ftir eine Sequenz spezifisch, wenn sie unter den 
Bedingungen, welche fiir die Durchfuhrung des Nachweises eingestellt werden, mit 
anderen Nukleinsauren hybridisieren konnte. 
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Ebenfalls Gegenstand der Erfmdung ist ein Verfahren zum spezifischen Nachweis einer 
Nukleinsaure umfassend die Schritte Herstellung einer Vielzahl von Amplifikaten eines 
Teilstiicks dieser Nukleinsaure mit Hilfe mindestens zweier Primer, Inkontaktbringen 
der Amplifikate mit einer Sonde, welche an das Amplifikat binden kann, und Nachweis 
5 der Bildung eines Hybrides aus dem Strang des Amplifikates und der Sonde, dadurch 
gekennzeichnet, dafi mindestens einer der Primer nicht fur die nachzuweisende 
Nukleinsaure spezifisch ist. In diesem Fall kann der Bereich B Nukleotide enthalten, 
welche nicht der Bindesequenz E zugehoren. Auch hier sind jedoch Uberlappungen der 
Bindesequenzen der Primer und der Sonde moglich. 

1 0 Ebenfalls Gegenstand der Erfmdung ist ein Reagenzkit zur Durchfiihrung dieses 
Verfahrens. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform enthalten die Primer an ihrem 5'-Ende weitere 
Sequenzen, die sich im humanen Genom an die Primersequenzen anschlieOen. Diese 
Sequenzen sind zwischen 1 und 100, besonders bevorzugt zwischen 5 und 80 
1 5 Nukleotide lang. Es ist moglich, einen oder beide der Primer entsprechend zu 
modifizieren. Die zusatzlichen Sequenzen sind nicht so lang, dafi sie eine 
Hybridisierung der Primer mit den Bindesequenzen auf der nachzuweisenden 
Nukleinsaure, z. B. dem HCV-Genom, verhindem. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform sind das 5'-Ende des einen Primers und das 5'-Ende 
20 des anderen Primers miteinander kovalent verkniipft. Zwischen den 5'-Enden der 
Primer konnen sich beispielsweise die angrenzenden humanen Sequenzen befmden. 

Bevorzugt binden die Primer an die Bindesequenzen A bzw C\ wie oben beschrieben, 
und die Sonde an einen zwischen den Enden der Bindesequenzen A und C gelegenen 
Bereich B oder das Komplement davon. 

25 Auch wenn mindestens eine Sequenz aus den 3 Bindesequenzen der beiden Primer und 
der Sonde nicht spezifisch fur die nachzuweisende Nukleinsaure ist, bleibt die Ge- 
samtspezifitat des Nachweisverfahrens erhalten. Ist eine der Primersequenzen nicht 
spezifisch fur die nachzuweisende Nukleinsaure, sondem bindet auch an andere 
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Nukleinsauren, kann kein spezifisches Nukleinsaure-Vermehrungsprodukt auf der 
anderen Nukleinsaure gebildet werden, da die zweite Primerbindungssequenz auf dieser 
anderen Nukleinsaure fehlt. Unspezifische Nukleinsaure- Vermehrungsprodukte auf der 
anderen Nukleinsaure werden nicht detektiert, wenn die spezifische Bindungssequenz 
5 fiir die Sonde fehlt. 1st auch die zweite Primersequenz nicht spezifisch fiir die 
nachzuweisende Nukleinsaure, kann nur dann ein spezifisches Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukt auf der anderen Nukleinsaure gebildet werden, wenn beide 
Primerbindungssequenzen in der gleichen Nukleinsaure-Vermehrungseinheit sind. 
Dieses Nukleinsaure- Vermehrungsprodukt wird ebenfalls nicht detektiert, da die 

10 spezifische Bindungssequenz fiir die Sonde fehlt. 1st die Sondensequenz nicht spezifisch 
fiir die nachzuweisende Nukleinsaure, jedoch die beiden Primer spezifisch, werden 
keine Nukleinsaure-Vermehrungsprodukte der anderen Nukleinsaure gebildet. 1st 
zusatzlich zur Sondensequenz auch eine der beiden Primersequenzen nicht spezifisch 
fur die nachzuweisende Nukleinsaure, kann wiederum kein spezifisches Nukleinsaure- 

1 5 Vermehrungsprodukt der anderen Nukleinsaure gebildet werden. Unspezifische 

Nukleinsaure- Vermehrungsprodukte der anderen Nukleinsaure, die moglichenveise 
gebildet werden, enthalten andere Sequenzen im Sondenbindungsbereich und werden 
daher nicht detektiert. Sind alle drei Bindungssequenzen fiir die beiden Primer und die 
Sonde nicht spezifisch fiir die nachzuweisende Nukleinsaure, wird kein Nukleinsaure- 

20 Vermehrungsprodukt gebildet, wenn mindestens eine der beiden Primersequenzen nicht 
in einer Nukleinsaure-Vermehrungseinheit der anderen Nukleinsaure liegt. Liegt die 
Sondensequenz nicht in der Nukleinsaure- Vermehrungseinheit der beiden 
Primersequenzen fur die andere Nukleinsaure, kann zwar ein spezifisches Nukleinsaure- 
Vermehrungsprodukt der anderen Nukleinsaure gebildet, aber nicht detektiert werden. 

25 Der einzige Fall, daB ein spezifisches Nukleinsaure-Vermehrungsprodukt der anderen 
Nukleinsaure gebildet und detektiert werden kann, ist, wenn alle drei Sequenzen 
innerhalb eines Nukleinsaure- Vermehrungsbereichs liegen. Dies kann jedoch durch 
entsprechende Sequenzauswahl der Nukleinsaure-Vermehrungseinheit vermieden 
werden. 
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Eine weitere Moglichkeit, Primer und Sonden gezielt unselektiv zu machen, besteht in 
der Venvendung degenerierter Basen innerhalb der Sequenz. Dabei wird 
zweckmaBigerweise die Region, in der die Hybridisierung der Targetnukleinsaure mit 
dem Primer oder der Sonde stattfmden soil, so gewahlt, daB relativ wenig Unterschiede 
5 zwischen der Targetsequenz und einer anderen, jedoch nicht nachzuweisenden Sequenz 
(z. B. eines anderen Mikroorganismus) bestehen. Die noch bestehenden Unterschiede 
konnen durch den Einsatz degenerierter Basen an den differierenden Basenposiiionen 
weitgehend ausgeglichen werden. So lassen sich Unterschiede von Primem (A bzw. G) 
durch den Einbau der Base P (6H, 8H-3,4-dihydro-pyrimido[9,5-C][l,2]oxazin-7-on, 

10 z. B. Nucleic Acids Research, Vol. 17, 24, 1989, p. 10373-10383) ausgleichen. Dasselbe 
gilt fur Pyrimidine mit der Base K (Nucleorides & Nucleotides, 16 (7-9), 1507-151 1 
(1997)). Eine noch starkere Degenierung ist durch den Einsatz von Inosin moglich (US- 
A-5,585,477; US-A-5,691,134; US-A-5,578,467; J.Biol.Chem. 260, 5, 2605-2608, 
1985; NucLAcids Res. 1995, 23, 13, 2499-2505), da Inosin Basenpaanmg mit alien vier 

15 Basen erlaubt. 

Eine weitere Moglichkeit, nichtkomplementare Basen einzusetzen, ist der Ersatz von A 
durch D (Diaminopurine oder/und der Ersatz von C durch M (Methylcytosin). 

Eine weitere Moglichkeit der Erzeugung von unspezifischen Primem und Sonden ist 
durch das Mischen von 2 oder mehr Sequenzen gegeben. so kann beispielsweise eine 

20 Primersequenz einen fiir einen ersten Organismus, z. B. HCV, spezifischen Teil und 
einen fur einen anderen Organismus, z. B. HGBV-B, spezifischen Teil enthalten. Diese 
(spezifischen) Teile konnen durch einen 1 bis 7 Nukleotide langen (gemeinsamen) 
Bereich getrennt sein. Die Organismen werden bevorzugt so gewahlt, daB sie 
wahrscheinlich nicht in derselben Probe enthalten sind. Vorteile dieser 

25 Ausfuhrungsform sind, dafi dieselben Primer fiir Nachweise von verschiedenen 
Organismen eingesetzt werden konnen und die Flexibilitat der Auswahl grofler ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform findet die Herstellung der Amplifikate unter Einsatz 
von Nukleotiden, besonders bevorzugt Mononukleotiden, welche jeweils zu A, G, C 
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und/oder T komplementar sind, statt. Bevorzugt enthalt der Bereich B bzw. B' der 
nachzuweisenden Nukleinsaure alle 4 natiirlichen Nukleobasen. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform des neuartigen Verfahrens konnen Teilkomponenten 
(Primer oder Sonden) der verschiedenen Primer-Sonden-Kombinationen fiir die 

5 verschiedenen nachzuweisenden Nukleinsauren identisch sein. Hierdurch wird die 
Bestimmimg mehrerer Nukleinsauretargets, z. B. fur unterschiedliche Viren wie HBV, 
HIV und HCV mit einer einzigen Amplifikationsreaktion mdglich (Multiplex). Ein 
tecknischer Vorteil des erfmdungsgemaUen Verfahrens ist, daB bei Mehr- 
fachbestimmungen einer Probe ein hoher Grad an Ubereinstimmung der Mefiwerte 

10 erreicht wird. 

Im folgenden sollen die beiden Aspekte der voriiegenden Erfindung anhand eines 
Nachweises fiir HCV beschrieben werden. Die Nukleinsauresequenz von HCV ist 
beispielsweise in EP-B-0 318 216 beschrieben. Die Sequenzen der beteiligten 
Komponenten sind in Figur 4 gezeigt. Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht den 

1 5 hochspezifischen und hochsensitiven Nachweis von Virus-Nukleinsauren wie z. B. 

HCV-RNA aus der 5'-nichttranslatierten Region des HCV-Genoms in einer Kopienzahl 
von 10 Kopien pro Test mit einem dynamischen Bereich von 105 bedingt durch ein 
verbessertes Signal-Rausch-Verhaltnis. Dies ist insofem uberraschend, da bei dem Test 
Primer und Sonden einsetzbar sind, die ein fiir den Fachmann nicht bevorzugtes 

20 Primer/Sonden-Design aufweisen, namlich z. B. Sequenzabschnitte, die zur Primer- 
Dimer-Bildung neigen, oder Basenfehlpaarungen nahe dem 3'-Ende. Die kurze Sonde 
hat einen Schmelzpunkt nahe der Testtemperatur, so daB der Fachmann keine stabile 
Bindung der Sonde an das Nukleinsaure-Vermehrungsprodukt envartet hatte. Bei den 
bisherigen Tests mit den langeren, funfteiligen Nukleinsaure-Vermehrungsprodukten 

25 wurde eine Spezifitats- und Sensitivitatserhohung bisher nicht uber eine Verkurzung, 
sondem viehnehr eher iiber eine Verlangerung der Primer-Sonden-Sequenzen und/oder 
des Nukleinsaure- Vermehrungsprodukts mit den signalgebenden Komponenten 
versucht. 
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Der Nachweis von HCV-RNA ist uberraschendenveise trotz der kurzen vennehrten 
Sequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure auch spezifisch und reproduzierbar in 
positiven HCV-Plasmaproben moglich, in denen die HCV-RNA nicht sequenzspezifisch 
vorgereinigt wurde, sondem direkt aus lysierten und iiber Glasoberflachen 
5 aufkonzentrierten Plasmaproben eingesetzt wurde. HCV-negative Plasmaproben 
ergeben kein Signal. Dies ist insofem uberraschend, als das HCV-RNA-Genom sehr 
labil ist gegeniiber Fragmentierung in Plasma-Lysaten. Mit z. B. HlV-Plasmaproben, 
HBV-Serumproben, Chlamydiaproben aus Urin oder Human-DNA-Proben aus VoUblut, 
die ebenfalls uber Glasoberflaciien aufkonzemriert wurden, wird mit den eingesetzten 
10 Primem und Sonden ebenfalls kein Signal erhalten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann verwendet werden, um einen oder mehrere der 
fur den Stand der Technik geschilderten Nachteile zu vemieiden oder um einen oder 
mehrere der folgenden Vorteile zu realisieren. Die PCR-Zyklen konnen sehr viel kiirzer 
sein. Die Gesamtzeit der Nachweisverfahren kann dadurch verkiirzt werden. Die 

15 Sensitivitat des Nachweises kann erhoht werden, da weniger KompetitionA^erdrangung 
zwischen dem kurzen Gegenstrang des Amplikons und der Detektorsonde stattfmden 
kann. Die Spezifitat des Nachweises wird erhoht, da der relative Anteil der intemen 
Detektorregion gegeniiber der gesamten Amplikonlange erhoht wird. Die Differenzier- 
barkeit von Subtypen kann erhoht werden. Der Nachweishintergrund kann gesenkt 

20 werden, da kurze Amplika weniger Potential fur unspezifische Hybridisierung mit sich 
bringen. Aus diesem Grund kann das Signal-Rausch-Verhaltnis erhoht werden. Die 
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse kann erhoht werden, da kieinere Targetregionen auf 
RNA-Genomen weniger sensitiv fur RNA-Abbau sind. Die Moglichkeiten zur 
Ausbildung von Sekundarstrukturen werden reduziert. 

25 Die Erfmdung wird durch die folgenden Beispiele naher erlautert: 
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Allgemeines 

Alle venvendeten Oligonukleotide sind linear und einzelstrangig. 
Beispiel 1 

Nachweis von HCV aus menschlichem Blut 

5 a) Probenvorbereitung: 

Die RNA-Isoliening aus Plasiria erfolgte anhand folgenden 
ProbenvorbereitungsprotokoUs: 

I . Plasma (420 ^1) mit 80 ^1 Proteinase K (25 mg/ml) mischen und einige 
Sekunden vortexen 

1 0 2. Zugabe von 500 \il Lysepuffer (inkl. 1 fig Carrier-RNA (polyA)/ml): 5,4 M 

Guanidinium-Thiocyanat; 10 mM Hamstoff; 10 mM Tris-HCl; 20 % 
Triton X 100; pH 4,4 

3. vortexen und anschlieflend 10 min bei RT schutteln 

4. Zugabe von 500 |il Isopropanol-MGP (6 mg magnetische Glaspanikel in 
15 Isopropanol) 

5. vortexen und anschlieflend 20 min bei RT schutteln 

6. Magnetseparation der MGPs 

7. Uberstand abnehmen und verwerfen 

8. Zugabe von 750 ^li Waschpuffer: 20 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl pH 7,5; 
20 70 % Ethanol 

9. MGPs auf Vortex resuspendieren und emeute Magnetseparation 

10. Waschvorgang insgesamt 5mal wiederholen 

II. Zugabe von 100 ^I DEMC-Wasser zur Elution 
12. 15 min bei 80 schutteln 
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13. Magnetseparation 

14. 10 ^l des Eluats in dei RT-PCR einsetzen 
b) Kloniening und Praparation des RNA-Standards: 

Der Wildtypstandard "pHCV-wt" wurde zunachst durch Amplifikation eines 

5 Abschnitts des HCV-Genoms mit den Primem KY80 (5 '- 

gcagaaagcgtctagccatggcgt-3', SEQ.ID.NO.l) und KY78 (5'- 
ctcgcaagcaccctatcaggcagt-3', SEQ.ID.N0.2) gewonnen und das Amplikon an- 
schlieBend iiber eine sog. "blund-end"-Klonierung in den Vektor pBluescript SK+ 
kloniert. Nach Vermehrung der bakteriellen Zellen wurde das Plasmid isoliert, 

1 0 durch restriktionsenzymatischen Verdau linearisiert und iiber eine in- vitro- 

Transkription das entsprechende RNA-Fragment gewonnen und aufgereinigt. 

Die Quantifizierung der RNA erfolgte uber photometrische Messung der 
Absorption bei 260 nm. 

Alle hier beschriebenen molekularbiologischen Verfahren konnen einschlagigen 
1 5 Methodik-Buchem entnommen werden (e.g. Maniatis et al.; Ausubel et al.). 
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c) RT-PCR assay: 

Die Amplifikation erfolgte mit den u.g. Reagentien und nach u,g. CyclerprotokoU: 



Reagentien 


Endkonzentration im Mastermix 


5 X RT-PCR-Puffer 


1 X 




MnOAc 


2,5 mM 




Tth-Polym. 


10 u 




dNTP-Mix 


200 ^iM (dATP, dCTP, dGTP) / 600 (dUTP) 


UNG 


2u 




Primer forw. HC2F 


0.3 \lM ( 5 


-agtatgtgtgtcgtgcagcc-3\ SEQ.ID.N0.3) 


Primer rev. HClF-bio 


0.3 ^iM ( 5'biO"tggctctcccgggagtgg-5', SEQ.ID.N0.4) 


Die Amplifikation 


wurde nach folgendem CyclerprotokoU durchgefiihrt: 


10 min 


37 °C 


Dekontamination durch UNG 


30 min 


60 


reverse Transkription 


1 min 


95 


Denaturierung 


35 Zyklen: 






15 sec 


94 °C 


Denaturierung 


20 sec 


56 °C 


Primer-Annealing und Elongation 


7 min 


72 °C 


Elongation 


hold 


50 °C 





d) Detektion: 

Die gesamte Detektionreaktion erfolgte vollautomatisiert an einem Elecsys® 
5 10 10- Analyse- Automaten (Boehringer Mannheim GmbH). Kurzbeschreibung: 

1. Entnahme von 10 ^1 Amplifikat und 35 ^1 Denaturierungslosung 
(BM-Id-No. 1469053) 

2. Inkubation in einem Reaktionsgefali flir 5 min bei 37 °C 

3. Zugabe von 120 ^il Hybridisierungslosung BM-Id-No. 146 9045 versetzt mil 
10 25 ng/ml Ruthenium-markierter Sonde 
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4. Inkubation fur 30 min bei 37 °C 

5. Zugabe von 35 ^1 einer Elecsys® SA Magnetbeadlsg. (BM-Id-No. 171 9556) 

6. Inkubation fur 10 min bei 37 °C 

7. Messung der Elektrochemilumineszenz von 120 ^1 des Reaktionsgemisches 
in der Elecsys® lOIO-MeBzelle 

Zur Hybridisierung wurden zwei unterschiedliche Ruthenium-gelabelte Sonden 
verwendet: 

PNA-Sonde: Ru-(Ser)3-TCCAGGACCC-Ser-Gly 
DNA-Sonde: 5 '-Ru-CTCCAGGACCCC-3 \ SEQ.ID.N0.5 



10 
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Beispiel 2 

Ermittlung der analytischen Sensitivitat anhand einer RNA-Standard- 
Verdiinnungsreihe 

Amplifiziert wurden in Doppelbestimmungen 10', 10*, 10\ lO"* und 10^ Kopien HCV- 
5 RNA-Standard. Als Kontrollen dienten ein HCV-negatives Plasma, ein HCV-positives 
Plasma (nach Probenvorbereitung) und Wasser. Nach Amplifikation wurden alle Proben 
gemessen (ECL-Detektion, Elecsys® 1010). 

Ergebnis (Einheiien x 100): 



Template 


PNA-Sonde 


DNA-Sonde 


l.Best 


2.Best. 


l.Best 


2.Best. 


RNA-Std. 10' Kopien 


30608 


30186 


16791 


15772 


RNA-Std. 10' Kopien 


17895 


15737 


8977 


7718 


RNA-Std. 10' Kopien 


4137 


4345 


1911 


1931 


RNA-Std. 10^ Kopien 


280 


163 


146 


86 


RNA-Std. lO'Kopien 


95 


76 


47 


37 


HCV-positives Plasma 


26658 


26262 


14996 


14552 


HCV-negatives Plasma 


93 


98 


49 


48 


Wasser 


61 


45 


19 


15 



1 0 • Die Venvendung der Primer HC2F/HClF-bio fiihrt zu einer sehr guten 

Amplifikation in der RT-PCR, gemessen an dem Signalniveau: Hierbei wird der 
gesamte Detektionsbereich des Elecsys® ausgenutzt (ca. 5 log-Stufen). 

• Es erfolgt eine sehr gate Signalabstufung innerhalb der Verdiinnungsreihe 

• Der Background, gemessen an HCV-negalivem Plasma und Wasser, ist relativ gering 
15 • Es ist sowohl die Venvendung von PNA als auch DNA als Sonde moglich 
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Beispiel 3 

Uberpriifung der HCV-Assay-Spezifitat 

Hierzu wurden unterschiedliche Ausgangsnukleinsauren (human-genomische DNA; 
HIV-RNA, HBV-DNA, Chlamydia-DNA) mit den o.g. Primem und Sonden getestet. 
5 Als Positiv-Kontrolle diente HCV-Plasma und als Negativ-Kontrolle HCV-Negativ- 
Plasma sowie Wasser. 

Ergebnis (Einheitenx 100): 



Template 


PNA- 


Sonde 


DNA- 


Sonde 




LBest 


2.Best. 


l.Best 


2.Best. 


Human-genomische DNA aus Vollblut 


52 


45 


41 


56 


HIV-positives Plasma 


43 


60 


39 


33 


HBV-positives Plasma 


53 


40 


25 


27 


Chlamydia-positiver Urin 


43 


34 


19 


17 


HCV-positives Plasma 


11543 


10644 


6900 


6348 


HCV-negatives Plasma 


65 


67 


45 


40 


Wasser 


29 


25 


15 


15 



10 



Beide verwendeten Sonden (PNA, DNA) ergeben nur mit ihrem zugehorigen 
Analyten ein Signal in der ECL-Messung. Das bedeutet: Keine detektierbaren 
unspezifischen Amplifikationen mit den verwendeten Primem und Sonden. 
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Beispiel 4 

Uberpriifung der Sonden-Spezifit^t 

Fur dieses Experiment wurden unterschiedliche Amplifikate anderer Analyten mit den 
jeweiligen spezifischen Primem hergestellt und dann gegen die o.g. PNA- und DNA- 
5 Sonden hybridisiert. Die Kontrolle der erfolgten Amplifikationen erfolgte mit der 
jeweiligen zugehorigen Analyt-Sonde. 

Ergebnis (Einheiten x 100): (jeweils Mittelwert aus Doppelbestimmung) 



Template 


PNA-Sonde fiir 


DNA-Sonde 


HIV-Sonde 


HBV- 


Chlamydia- 




HCV 


fur HCV 




Sonde 


Sonde 


HIV 


13 


6 


11908 


nd 


nd 


HBV 


13 


13 


nd 


1384 


nd 


Chlamydia 


10 


10 


nd 


nd 


3842 


HCV 


10132 


9345 


nd 


nd 


nd 


Wasser 


13 


9 


nd 


nd 


nd 



• Die Kontrollreaktionen (HIV, HBV, Chlamydia) ergeben den deutlichen Nachweis 
1 0 von Amplifikat mit der entsprechenden Sonde. 

• Die venvendeten PNA- sowie DNA-Sonden ergeben nur mit HCV ein spezifisches 
Signal. 

• Es treten keine unspezifischen Hybridisierungen der PNA/DNA-Sonden mit anderen 
Amplifikaten auf. 

15 
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Beispiel 5 

Nachweis von HCV mit alternativen Primern 

In Fig. 8 ist eine weitere Kombination von Primern mit einer Fangsonde angegeben, die 
keine freien Nukleotide im iiberspannten Bereich enthalt. Das Amplicon ist nur 51 
5 Basen(paare) lang. 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure umfassend die Schritte 

- Herstellung einer Vielzahl von Ampiifikaten eines Teilstiicks dieser 
Nukleinsaure mit Hilfe zweier Primer, von denen einer an eine Bindesequenz 

5 (A) eines Stranges der Nukleinsaure binden kann und von denen der andere an 

eine Bindesequenz C\ die zu einer mit A nicht iiberlappenden, in 3'-Richtung 
von A gelegenen Sequenz C im wesenilichen komplementar ist, binden kann, 

- Inkontaktbringen der Amplifikate mil einer Sonde mit einer Bindesequenz D, 
welche an die zwischen den Sequenzen A und C gelegene Sequenz B oder das 

1 0 Komplement davon binden kann, und 

- Nachweis der Bildung eines Hybrides aus einem Amplifikat und der Sonde, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die zwischen den Birdesequenzen A und C gelegene 
Sequenz keine Nukleotide enthalt, die nicht dem aus der Bindesequenz D der 
Sonde und der hiervon gebundenen Sequenz des Amplifikats gebildeten 
1 5 Sequenzbereich E zugehoren. 

2. Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Bindesequenz D 
der Sonde mit einer oder beiden Bindesequenzen der Primer uberlappt. 

3. Verfahren gemaC einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dafi mindestens einer der Primer an seinem nicht verlangerbaren Teil Nukleotide 

20 aufweist, die nicht direkt mit der nachzuweisenden Nukleinsaure oder ihrem 

Komplement hybridisieren. 

4. Verfahren gemafi einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet 
dafi mindestens eine der Bindesequenzen nicht fiir die nachzuweisende 
Nukleinsaure spezifisch ist. 
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5. Verfahren gemafi einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Gesamtlange der Bindesequenzen von dem von der Bindesequenz der 
Sonde wegweisenden Teil der Bindesequenz des einen Primers bis zu dem 
ebenfalls von der Bindesequenz der Probe wegweisenden Teil des anderen 

5 Primers kleiner ist als 1 00 Nukleotide. 

6. Verfahren gemaC einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dafi mindestens einer der Primer immobihsierbar und die Sonde nachweisbar 
markiert ist. 

7. Verfahren gemaC einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
1 0 daB mindestens einer der Primer nachweisbar und die Sonde immobiUsierbar 

markiert oder inmiobiHsiert ist. 

8. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Sonde sowohl durch einen Fluoreszenzquencher als auch einen 
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. 

1 5 9. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB einer der Primer durch eine erste Energietransferkomponente und die Sonde 
durch eine zweite, davon verschiedene Energietransferkomponente markiert ist. 

1 0. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Amplifikat durch physikalische und/oder spektroskopische Methoden 

20 detektiert wird. 

1 1 . Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB mindestens einer der Primer nicht fur die nachzuweisende Nukleinsaure 
spezifisch ist. 

1 2. Verfahren gemaB Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, daB zwei der Primer 
25 nicht fiir die nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch sind. 
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13. Verfahren gemaO einem der Anspriiche 1 1 und 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Sonde nicht spezifisch ist fur die nachzuweisende Nukleinsaure. 

14. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnet, 
daB in der Amplifikation jeweils zu A, G, C und T komplememare Nukleotide 

5 eingesetzt werden. 

15. Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsaure umfassend die Schritte 

- Herstellung einer Vielzahl von Amplifikaten eines Teilstiicks dieser 
Nukleinsaure mil Hilfe zweier Primer, von denen einer an eine Bindesequenz A 
der Nukleinsaure binden kann und von denen der andere an eine Bindesequenz 

10 C\ die zu einer mit A nicht uberlappenden, in 3'-Richtung von A gelegenen 

Sequenz C komplementar ist, binden kann, und Nachweis der Amplifikate 
mittels Massenspektroskopie. 

16. Verfahren zum spezifischen Nachweis einer Nukleinsaure umfassend die Schritte 

- Herstellung einer Vielzahl von Amplifikaten eines Teilstiicks dieser 
1 5 Nukleinsaure mit Hilfe mindestens zweier Primer, 

- Inkontaktbringen der Amplifikate mit einer Sonde, welche an das Amplifikat 
binden kann, und 

- Nachweis der Bildung eines Hybrides aus dem Amplifikat und der Sonde, 

dadurch gekennzeichnet, daB mindestens einer der Primer nicht fiir die 
20 nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch ist. 

17. Verfahren gemaB Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB zwei der Primer nicht 
fiir die nachzuweisende Nukleinsaure spezifisch sind. 



18. 



Verfahren gemaB einem der Anspriiche 16 und 17, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Sonde nicht spezifisch ist fur die nachzuweisende Nukleinsaure. 
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19. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 16 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dafi in 
der Amplifikation jeweils zu A, G, C und T kompiementare Nukleotide eingesetzt 
werden. 
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Fig. 4 
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nt-281 



nt-231 



HCV: 
BVDV: 



rCTTC — ACGCAG - AAAGCGTCT ACt CCATGGCG TTAGTATGAGTGTCGTGCAGc] 
II I I I I I I I M I I I I I t I II I I I I I I M M I III 
TCAGCGAAGGCCGAAAAGAGGCTAGCCATGCCCTTAGTAGGA CTAGCATA 



F. primer-GH3 : 
R-primer-GH4 : 



5 * -TCaTCACGCAGAcAGCGTCTAG-3 ' 
5 ^ -GgTGCACGACAgTCATACTAA-3 ' 



capture probe-GHp2: 
ampiicon-size : 



CTAGCCATGcCGTT 
51 bp 



FIG* 8 



wo 99/24606 



1 



PCT/EP98/06951 



SEQUENZPROTOKOLL 

(1 ) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) A>}MELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 
5 (B) STRASSE: Sandhoferstr. 1 1 6 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 
1 0 (H) TELEFAX: 062 1 759 4457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: 

Spezifisches und sensitives Nukleinsaurenachweisverfahren 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 5 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 
1 5 (A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version ff 1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 
20 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

25 (ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nukleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

GCAGAAAGCG TCTAGCCATG GCGT 24 

30 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

5 (C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D)TOPOLOGIE: linear 

(ii) ARTDES MOLEKULS: Sonstige NukleinsSure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

10 

CTCGCAAGCA CCCTATCAGG CAGT 24 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
1 5 (A) LANGE: 2 1 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nukleinsaure 

20 (A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

AGTTATGTGT GTCGTGCAGC C 2 1 

25 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
30 (D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nukleinsaure 

(A) BESCHREBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

5 TGGCTCTCCC GGGAGTGG 18 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 12 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

1 0 (C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nukleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

15 



CTCCAGGACC CC 



12 



